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Inferno, I, 32 
Desde el crepúsculo del día hasta el crepúsculo de la noche, un 
leopardo, en los años finales del siglo XII, veía unas tablas de 
madera, unos barrotes verticales de hierro, hombres y mujeres 
cambiantes, un paredón y tal vez una canaleta de piedra con hojas 
secas. No sabía, no podía saber, que anhelaba amor y crueldad y el 
caliente placer de despedazar y el viento con olor a venado, pero 
algo en él se ahogaba y se revelaba y Dios le habló en un sueño: 
“Vives y morirás en esta prisión, para que un hombre que yo sé te 
mire un número de veces y no te olvide y ponga tu figura y tu 
símbolo en un poema, que tiene su preciso lugar en la trama del 
universo. Padeces cautiverio, pero habrás dado una palabra al 
poema.” Dios, en el sueño, iluminó la rudeza del animal y éste 
comprendió las razones y aceptó ese destino, pero sólo hubo en él, 
cuando despertó, una oscura resignación, una valerosa ignorancia, 
porque la máquina del mundo es harto compleja para la simplicidad 
de una fiera. 
Años después, Dante se moría en Ravena, tan injustificado y tan 
solo como cualquier otro hombre. En un sueño, Dios le declaró el 
secreto propósito de su vida y de su labor; Dante maravillado, supo 
al fin quién era y qué era y bendijo sus amarguras. La tradición 
refiere que, al despertar, sintió que había recibido y perdido una cosa 
infinita, algo que no podría recuperar, ni vislumbrar siquiera, 
porque la máquina del mundo es harto compleja para la simplicidad 
de los hombres. 
 
Jorge Luis Borges 
El Hacedor (1960) 
–––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––– 
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1 La Frataxina Humana: un 
Modelo para Estudiar la Relación 
Secuencia–Estructura–Función 
 
La familia de proteínas con plegado tipo Frataxina constituye un conjunto 
de proteínas pequeñas de tipo α/β descripto en muchas especies de bacterias 
y de eucariotas. La Frataxina humana ha cobrado gran relevancia a finales 
del siglo pasado debido al descubrimiento de que su deficiencia da lugar al 
desarrollo de la ataxia de Friedreich, una enfermedad multisistémica y 
degenerativa, de herencia autosómica recesiva, caracterizada por el 
deterioro neurológico y el desarrollo de miocardiopatía. La deficiencia de 
Frataxina provoca estrés oxidativo, disfunción mitocondrial e inflamación. 
En este capítulo se pone en contexto el estudio desarrollado a lo largo de 
esta tesis, haciendo foco en diversos aspectos tanto moleculares como 
aquellos más generales relacionados con la enfermedad. Mediante un 
análisis biofísico de la proteína, buscamos comprender las bases moleculares 
de la consolidación estructural y los requerimientos para su estabilización 
y función. Proponemos un estudio general de los mecanismos de plegado, 
los procesos de agregación, y las relaciones entre estabilidad y flexibilidad 
que determinan la dinámica molecular. 
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John T. Edsall (1954) 
Dinámica, estabilidad y consolidación estructural 
La actividad biológica de las proteínas está determinada por la secuencia de aminoácidos, su 
habilidad para plegarse y por la dinámica estructural. No entendemos a las proteínas como 
estructuras rígidas e imperturbables, sino por el contrario, como un conjunto dinámico de 
conformaciones. La dinámica estructural proteica, presenta restricciones impuestas tanto por la 
topología de la proteína—el recorrido de la cadena polipeptídica en el espacio—como por las 
estabilidades locales. Además, la estabilidad conformacional global impone un marco 
termodinámico, también definido por las condiciones fisicoquímicas del entorno (composición 
química del medio, temperatura y pH). Las proteínas responden a perturbaciones redistribuyendo 
las movilidades y las fluctuaciones que producen los estados conformacionales. En este contexto, 
el balance entre dinámica y consolidación de interacciones nativas impacta en la estabilidad 
conformacional a través de posibles compensaciones entálpicas y entrópicas del estado nativo. * 
Las conformaciones biológicamente activas pueden ser estabilizadas o desestabilizadas con 
respecto a otras inactivas mediante cambios sutiles en las condiciones del entorno, pero también 
por la interacción con otras proteínas o con moduladores. La habilidad de las proteínas para 
formar complejos específicos y estables es fundamental en los procesos biológicos. Comúnmente, 
la función está asociada con la interacción de dos componentes, como pueden ser los subdominios 
que contribuyen cooperativamente al proceso de plegado, un receptor y su ligando, una enzima 
y su sustrato, dos o más monómeros entre sí, o un antígeno y el anticuerpo que lo reconoce. 
Si bien aún no se comprende totalmente qué relación existe entre la función y la estabilidad, 
es evidente que la plasticidad conformacional o flexibilidad de la cadena polipeptídica es un factor 
esencial para establecer ese vínculo (Figura 1.1). La dimensión temporal o dinámica es de 
fundamental importancia en el análisis estructural, ya que los estudios de determinación de 
estructura tridimensional, como la cristalografía de rayos X y la resonancia magnética nuclear, 
suelen enfocarse en las características estructurales propias del estado basal o de menor energía. 
La facilidad con que la cadena polipeptídica se aparta del estado basal no es pareja a lo largo de 
toda la secuencia (Li et al., 2012), y el estado biológicamente activo suele no coincidir con el de 
menor energía, motivo por el que la función proteica depende de breves excursiones a 
                                                      
Abreviaciones utilizadas en este capítulo 
AF: ataxia de Friedreich 
CyaY: Frataxina bacteriana 
FXN: Frataxina humana 
Yfh1: Frataxina de Saccharomyces cerevisiae 
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conformaciones levemente más energéticas, posibles debido a la flexibilidad conformacional 
asociada al estado nativo (Baldwin et al., 2009). Estos estados alternativos constituyen una 
población marginal del ensamble nativo y por lo tanto son difíciles de estudiar.  
En este contexto, una visión más acabada de la estructura proteica, entendida como un 
conjunto de conformaciones, debería incluir aquellos subestados conformacionales menos 
poblados que, en la mayor parte de los casos, son desestimados. Muchas proteínas presentan gran 
heterogeneidad estructural (Kay, 1998; Mulder et al., 2001; Srivastava et al., 2011). Incluso en 
proteínas globulares con dominios compactos existen tramos de la secuencia naturalmente 
desordenados que fluctúan más significativamente alrededor de una estructura promedio, o que 
no adquieren una conformación fija en el estado basal. La propensión de cada segmento al 
desorden está codificada en la secuencia (Li et al., 2012).  En los últimos años, el estudio masivo 
de las proteínas a través de herramientas bioinformática sugiere que las proteínas naturales son 
ricas en zonas desordenadas, siendo el caso más llamativo el de las proteínas intrínsecamente 
desordenadas. Muchas veces, las secuencias desordenadas se pliegan coordinadamente con la 
asociación de ligandos. Otras veces, las regiones desordenadas son portadoras de motivos lineales 
de interacción con otras proteínas y no necesariamente se pliegan con la unión de las mismas.  Sin 
embargo, poco se sabe acerca de cuánto desorden tolera la cadena polipeptídica sin comprometer 
la estabilidad termodinámica. Tampoco se comprenden plenamente las relaciones entre secuencia, 
desorden y flexibilidad. 
 
Figura 1.1. Relación secuencia-estructura-función. La estructura proteica proporciona el 
andamiaje para la función. Ambas están codificadas en la secuencia. La función depende tanto 
de la topología como de la estabilidad termodinámica y de la dinámica o movilidad interna de 
la proteína.   
Los movimientos y las fluctuaciones en las proteínas abarcan un rango amplio de escalas 
temporales y amplitudes. Algunas son rápidas—de amplitud pequeña alrededor del estado 
nativo—como las fluctuaciones vibracionales de enlaces químicos, que ocurren en el rango de los 
picosegundos−nanosegundos. Otras, de mayor amplitud y magnitud temporal (superiores a los 
microsegundos), como los movimientos concertados de elementos estructurales, resultan en 
deformaciones más importantes que pueden dar lugar a estados alternativos de energía levemente 
mayor que la del estado basal y que, en muchos casos, se han asociado a la función proteica.  
––––––––—––——––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––—–————–––––––––––––––––––—–––––– 
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Los cambios en la dinámica interna, asociados con la entropía conformacional y la población 
de estados conformacionales energéticamente excitados, pueden regular la actividad biológica de 
una manera extraordinariamente compleja (Kalodimos, 2011; Tzeng et al., 2011; Kalodimos, 2012; 
Tzeng et al., 2012). Se ha observado que la inestabilidad estructural delicadamente modulada le 
confiere a ciertas proteínas ventajas funcionales (Chen et al., 2011). 
El espacio de conformaciones que puede visitar la cadena polipeptídica resulta de la 
existencia de un paisaje de energía que hace más probable la población de algunas conformaciones 
y menos probable la población de otras. Nuevas condiciones del entorno resultarán en 
alteraciones tanto de las energías de los estados basales como de las barreras energéticas que los 
separan y determinarán entonces una nueva serie de restricciones sobre la dinámica estructural y 
las conformaciones pobladas de acuerdo con un nuevo paisaje de energía. 
La caracterización detallada de las superficies que participan en este proceso es un requisito 
para entender las bases moleculares del reconocimiento macromolecular. Dado que estas 
superficies resultan de la dinámica conformacional, es crucial comprender los mecanismos que 
llevan a la consolidación y la estabilización estructural. Identificar la conexión entre las 
fluctuaciones y la estabilidad local permitiría profundizar la compresión de la función proteica. 
Por otro lado, la posibilidad de manipular la actividad biológica de las proteínas a través de 
alteraciones sutiles en las estabilidades locales y de la dinámica abre puertas para el diseño de 
drogas específicas. En este contexto, es fundamental establecer qué relaciones existen entre la 
estabilidad global, las estabilidades locales, las movilidades de las diferentes regiones y cómo se 
afecta la actividad biológica al perturbar estas propiedades.  
La familia de proteínas con plegado tipo Frataxina 
La familia Frataxina se caracteriza por poseer una conformación globular de tipo α/β, con 
dos hélices α empaquetadas contra una lámina de hojas β antiparalelas. El descubrimiento de la 
Frataxina humana ocurrió a colación de la identificación del gen que la codifica como el 
responsable de la ataxia de Friedreich, una enfermedad neurodegenerativa hereditaria, que 
discutimos más adelante en este capítulo. Desde entonces hay gran interés por el estudio de la 
estructura y función de esta proteína.  
Se han identificado homólogos en muchas especies eucariotas y también en bacterias. La 
resolución de las estructuras de algunas especies puso en evidencia que las Frataxinas poseen un 
plegado distintivo (Figura 1.2). En diferentes organismos, la Frataxina fue hallada en forma libre 
como monómero, o formando complejos de alto peso molecular. También se describió la 
interacción con proteínas responsables de la formación de centros de Fe-S de la Frataxina humana 
(FXN), y de los homólogos bacterianos (CyaY) y de Saccharomyces cerevisiae (YFH1). Asimismo, el 
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homólogo de Thermus thermophilus (Nqo15) fue hallado en la estructura cristalográfica del 
complejo I de la cadena respiratoria (Sazanov et al., 2006).  
El dominio Frataxina no está presente en todos los organismos. Se han hallado homólogos en 
especies de alfa, beta y gamaproteobacterias, en acidobacterias y en algunas deltaproteobacterias. 
Sin embargo, en ninguno de los genomas de Archeas estudiados hasta el momento se ha 
encontrado un homólogo. Se cree que la Frataxina estaba ausente en el último ancestro común 
bacteriano y que se originó probablemente en el ancestro común de las proteobacterias. Vale 
remarcar que se observa una pérdida masiva del gen que codifica para homólogos de Frataxina 
en las subdivisiones de las delta y las epsilonproteobacterias. 
En la mayor parte de los genomas eucariotas estudiados se han hallado genes que codifican 
para la Frataxina, que es necesaria para el normal funcionamiento mitocondrial, organela en la 
que fue localizada mediante inmunofluorescencia y microscopia electrónica (Campuzano et al., 
1997; Koutnikova et al., 1997; Wilson et al., 1997). Es interesante la existencia de un homólogo de 
Frataxina en el parasito humano Trichomonas vaginalis, que carece de mitocondrias pero posee 
hidrogenosomas, un tipo de organela que comparte un ancestro común con las mitocondrias y 
permite obtener energía en condiciones anaeróbicas (Dolezal et al., 2007). 
 
 
Figura 1.2. Ejemplos de proteínas que presentan plegado de tipo Frataxina. Se representa en 
modelo de cintas las estructuras de nueve proteínas de diferentes especies, con plegado tipo 
Frataxina. Arriba: estructura de las proteínas YdhG de Bacillus subtilis (PDB ID: 2OC6, azul), 
yjbR de Escherichia coli (PDB ID: 2FKI, verde), CyaY de E. coli (PDB ID: 1EW4, magenta), y del 
complejo respiratorio I de Thermus thermophilus (PDB ID: 2FUG, gris), del que forma parte la 
proteína Nqo15 (rojo). Abajo: estructura de las proteínas NB7804A de Bacillus halodurans 
(PDB ID: 2KL4, amarillo); CyaY de Burkholderia cenocepacia (PDB ID: 4JPD, gris), CyaY de 
Psychromonas ingrahamii (PDB ID: 4HS4, cian), YFH1 de Saccharomyces cerevisiae (PDB ID: 
3OEQ, violeta) y del homotrímero que forma esta variante (PDB ID: 2FQL), y de la Frataxina 
humana (PDB ID: 1EKG, naranja).  
      Bacillus                  Escherichia coli                        Thermus thermophilus 
      subtilis                            yjbR                          CyaY                                   complejo    
                YdhG                                                                                                respiratorio I                  Nqo15 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
    NB7804A                         CyaY                      CyaY         YFH1                                                 FXN 
      Bacillus                 Burkholderia       Psychromonas        Saccharomyces                    Frataxina  
   halodurans               cenocepacia          ingrahamii                cerevisiae                          humana 
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Si se analiza la conservación evolutiva de los aminoácidos de distintos homólogos de 
Frataxina en base a las relaciones filogenéticas se puede observar que existe un alto grado de 
conservación (Figura 1.3). En particular, se advierte una extensa superficie conservada sobre la 
lámina β, que incluye una extensa superficie accesible al solvente que podría participar en eventos 
de interacción proteína−proteína. 
             
Figura 1.3. Conservación de secuencia en la familia Frataxina. Se analizó el grado de cercanía 
evolutiva entre la Frataxina humana y sus homólogos utilizando el servidor ConSurf (Landau 
et al., 2005). Brevemente, el programa busca secuencias de homólogos cercanos utilizando 
BLAST, las agrupa y remueve aquellas con alta similitud. Se construye un alineamiento 
múltiple de las secuencias homólogas, se computan los valores de conservación de cada 
posición mediante un algoritmo empírico bayesiano, y se proyectan en la estructura 
tridimensional de la molécula. Se presentan los valores de conservación de cada posición 
proyectados en la estructura tridimensional de la Frataxina humana (PDB ID: 1EKG) utilizando 
una escala discreta de nueve colores, desde las más variable (turquesa), hasta las más 
conservadas (bordó), pasando por las de conservación intermedia (blanco). 
Las formas maduras de las Frataxinas de los distintos reinos exhiben alta similitud estructural 
(Figura 1.4). El grado en que una posición está evolutivamente conservada se relaciona 
fuertemente con su importancia estructural y funcional. Las posiciones que evolucionan 
rápidamente son variables, en tanto que las posiciones que evolucionan lentamente están 
conservadas. En consecuencia, el análisis de conservación de las posiciones entre miembros de la 
misma familia revela la importancia de cada posición para la estructura o la función de la proteína. 
Un aspecto estructural sobresaliente es la correlación entre la longitud de la región 
C-terminal—el segmento sin estructura secundaria periódica que se extiende a continuación de la 
hélice α2 (Figura 1.7)—y la estabilidad global de distintos homólogos, que podría deberse a un 
incremento en las interacciones establecidas con el resto de la molécula. Adinolfi et al. (2004) 
extendieron el segmento C-terminal de YFH1, agregándole el extremo C del homólogo humano, 
y observaron que la estabilidad aumenta significativamente. En este sentido, la eliminación de 
esta región en el homólogo humano de la Frataxina tiene amplios efectos sobre la estabilidad, la 
dinámica y la cinética de plegado (Roman et al., 2012; Faraj et al., 2014; Faraj et al., 2016).  
90° 
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La orientación relativa de las hélices α de la Frataxina de la bacteria termófila gramnegativa 
Thermus thermophilus (Nqo15) muestra una clara desviación en comparación con la estructura de 
la Frataxina humana. Al superponer la estructura de dichos homólogos, se observa que la hélice α2 
se ubica de tal manera que la superficie de interacción del segmento C-terminal atípico de la 
humana es reemplazada por esta hélice en la variante termófila (Figura 1.5). En el caso de la FXN, 
por el contrario, las hélices son paralelas y se encuentran a mayor distancia. 
 
Figura 1.5. Superposición de los homólogos humano (celeste) y la subunidad Nqo15 de 
Thermus thermophilus. El cambio en la orientación de la hélice α2 está indicado con una flecha.  
Se demostró que los homólogos de S. cerevisiae y Escherichia coli, al igual que la variante 
humana, tienen propensión a ensamblarse en especies oligoméricas. En particular, el homólogo 
de E. coli se ensambla en tetrámeros bajo condiciones anaeróbicas (Bou-Abdallah et al., 2004), y 
oligómeros de mayor tamaño bajo condiciones aeróbicas (Layer et al., 2006). Por su parte, se 
describió que el homólogo de S. cerevisiae forma trímeros, hexámeros y especies oligoméricas de 
24 y 48 partículas cuando interacciona con hierro en condiciones aeróbicas (Adamec et al., 2000; 
Park et al., 2002; Park et al., 2003; Gakh et al., 2008; Soderberg et al., 2011). La formación de los 
oligómeros, que pueden desensamblarse mediante el tratamiento con agentes quelantes, está 
mediada por la región N-terminal (Adamec et al., 2000). 
La estructura cristalográfica de la forma trimérica de la mutante Y73A  del homólogo de 
S. cerevisiae, YFH1 (PDB IDs: 2FQL, 3OEQ y 3OER), sugirió que la oligomerización es esencial para 
la formación del sitio de ferroxidación de la proteína y reveló detalles de las interacciones que 
estabilizan al trímero (Karlberg et al., 2006). En tanto que únicamente se ha detectado una variante 
mitocondrial de YFH1 (residuos 52−174), en mitocondrias humanas se han detectado formas de 
longitud variable: FXN42-210, FXN56-210, FXN78-210 y FXN81-210 (Koutnikova et al., 1998; 
Condo et al., 2007; Schmucker et al., 2008; Gakh et al., 2010).  
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La formación de estructura cuaternaria de YFH1 y CyaY es inducida y estabilizada por hierro, 
en tanto que en el caso de FXN no ocurre lo mismo (Adamec et al., 2000; Bou-Abdallah et al., 2004; 
O'Neill et al., 2005a; O'Neill et al., 2005b; Layer et al., 2006; Schagerlof et al., 2008). Sobre el proceso 
de oligomerización del homólogo humano existen muchas dudas en la actualidad. 
Si bien el dominio globular típico de la familia Frataxina está altamente conservado (Figura 
1.4), la secuencia N-terminal—clave para la oligomerización—no está conservada entre 
homólogos, ni siquiera entre aquellas con alta identidad de secuencia (Figura 1.6). La mayor 
variabilidad reside en la región N-terminal, que incluye la señal de importación a mitocondria 
(residuos 1−41). Asimismo, el extremo N de la forma madura de la variante humana (segmento 
81−90) presenta cierta variabilidad. 
A partir de estudios de resonancia magnética nuclear de las variantes recombinantes 
FXN56-210 y FXN45-210, se sugirió que la región N-terminal (segmento que precede al residuo 
90) no presentaría estructura periódica definida, si bien por diferencias de las dispersiones 
químicas con respecto a las esperadas para un random coil no puede descartarse cierto grado de 
estructura residual (Prischi et al., 2009; Kondapalli et al., 2010). Mediante análisis bioinformáticos 
se puede verificar la presencia de una secuencia con cierta tendencia a formar una hélice 
anfipática, que podría estructurarse solo en el contexto del oligómero. 
Se han obtenido muchos indicios sobre cuál es la función de la Frataxina a partir de estudios 
en S. cerevisiae. La deleción del gen que codifica para el homólogo de Frataxina de dicha levadura 
resultó en deficiencia respiratoria, pérdida de ADN mitocondrial, incremento del estrés oxidativo, 
y acumulación hierro en las mitocondrias (Babcock et al., 1997; Koutnikova et al., 1997; Radisky et 
al., 1999; Foury et al., 2002). Se han reportado problemas similares ante la falta de funcionalidad 
de Frataxina en células de mamíferos (Wong et al., 1999). 
Se demostró que la Frataxina es capaz de transferir hierro a proteínas específicas, como la 
aconitasa (Bulteau et al., 2004; Condó et al., 2010) y la ferroquelatasa (He et al., 2004; Bencze et al., 
2007), jugando un rol clave en la síntesis de grupos hemo (Yoon et al., 2004; Schoenfeld et al., 2005; 
Zhang et al., 2005). También, se ha descripto que la Frataxina participa en la activación de la 
biosíntesis de centros de Fe-S (Prischi et al., 2010; Stemmler et al., 2010; Maio et al., 2015). 
La Frataxina humana 
La secuencia de la Frataxina humana (FXN) se encuentra codificada en el brazo largo del 
cromosoma 9. Luego de transcribirse el gen, el RNA mensajero es traducido en el citoplasma y se 
obtiene un precursor de 210 residuos que incluye una señal de translocación a la matriz 
mitocondrial (segmento 1−41). Una vez importada a dicha organela, tiene lugar la maduración 
del polipéptido, catalizada por la peptidasa de procesamiento mitocondrial (Cavadini et al., 2000; 
Schmucker et al., 2008). Como se describe en el Capítulo 2, aún hay discrepancias con respeto a cuál 
––––––––– Capítulo 1: La Frataxina Humana: un Modelo para Estudiar la Relación Secuencia–Estructura–Función 
 │11 
es la forma madura y funcional. Se han descripto múltiples formas de extensión variable como la 
FXN42-210 (Koutnikova et al., 1998), FXN56-210 (Cavadini et al., 2000; O'Neill et al., 2005b; Condo 
et al., 2007), FXN78-210 (Yoon et al., 2007), y FXN81-210 (Koutnikova et al., 1998; Gordon et al., 
1999; Cavadini et al., 2000; Condo et al., 2007; Schmucker et al., 2008). 
La extensión de la región N-terminal determina la capacidad de oligomerizar de la FXN. Las 
variantes más cortas FXN81-210 y FXN78-210 fueron halladas exclusivamente en forma 
monoméria in vivo e in vitro (O'Neill et al., 2005a; Gakh et al., 2010). Por su parte, las variantes 
FXN42-210 y FXN56-210 fueron detectadas formando ensambles de gran tamaño en diversos 
sistemas como cultivo de linfoblastoma (Gakh et al., 2010), músculo cardíaco humano (O'Neill et 
al., 2005a) y tras su expresión en E. coli (Cavadini et al., 2002; O'Neill et al., 2005b; Condo et al., 
2007). Si bien no se conoce la función de los oligómeros formados por la FXN, inicialmente se 
propuso que su ensamblado sería esencial para la detoxificación de hierro (O'Neill et al., 2005b). 
La variante más corta observada in vivo es FXN81-210 (Condo et al., 2007; Schmucker et al., 
2008; Gakh et al., 2010). Dicha variante es completamente funcional y podría ser la forma madura 
de la proteína. El segmento comprendido por los residuos 81 a 92 es intrínsecamente desordenado 
y altamente flexible (Musco et al., 2000; Prischi et al., 2009). Además de las variantes de longitud 
variable, se han descripto dos isoformas citoplasmáticas (FXN II y FXN III) cuya expresión es 
consecuencia de fenómenos de splicing alternativo e iniciación de la transcripción a partir de un 
sitio alternativo. La isoforma II se expresa específicamente en cerebelo y la III en músculo cardíaco. 
La expresión de ambas se ve reducida en pacientes con ataxia de Friedreich (ver más adelante), 
correlacionándose con el efecto metabólico particularmente negativo observado sobre estos 
tejidos en personas que padecen la enfermedad (Xia et al., 2012). 
La estructura de la FXN (Figura 1.7) fue resuelta mediante resonancia magnética nuclear y 
difracción de rayos X (Dhe-Paganon et al., 2000; Musco et al., 2000). Está formada por dos hélices α paralelas que interaccionan con una lámina compuestas por cinco hebras β antiparalelas (hebras β1 a β5). Dicha lámina β es paralela al plano que determinan las hélices. Una segunda lámina β 
más pequeña queda determinada por el C-terminal de la hebra β5 y por la hebra β6. En general, 
las conexiones entre los distintos elementos de estructura secundaria son cortas y bien ordenadas, 
contribuyendo a la apariencia compacta de la FXN. 
A continuación de la hélice α2 se extienden los últimos 15 residuos de la proteína (segmento 
196−210), que forman la región C-terminal. Dicho segmento, que no posee estructura secundaria 
periódica, corre antiparalelo a las hélices y se empaqueta contra el cuerpo del dominio FXN, en la 
interfaz entre ambas hélices. Los residuos L198, L200 y L203, que pertenecen a la región 
C-terminal, proyectan hacia el interior del core y contribuyen a su estabilización (Dhe-Paganon et 
al., 2000; Faraj et al., 2014). 
Ciertos residuos conservados de la cara interna de la hoja β antiparalela y de ambas hélices 
forman el core hidrofóbico de la FXN. Una colección todavía mayor de residuos conservados, 
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provenientes de las hebras β1 a β5 forman la cara externa de la lámina β (Figura 1.3). Estos residuos 
no poseen carga y constituyen una superficie neutra de 1008 Å2. Los residuos V131, V144, P150, 
W155, P159 y P163 aportan carácter hidrofóbico, y resultan potenciales sitios de interacción 
proteína-proteína (Dhe-Paganon et al., 2000). 
La dinámica del estado nativo de la FXN fue estudiada en profundidad mediante resonancia 
magnética nuclear en un amplio rango de escalas temporales (Correia et al., 2008; Faraj et al., 2014). 
A través de experimentos multidimensionales (15N, 13C y H) se han asignado las resonancias 
correspondientes a la cadena principal de las variantes FXN45-210 (Kondapalli et al., 2010) y 
FXN81-210 (Musco et al., 1999). También se ha estudiado la dinámica de algunas de las mutantes 
puntuales asociadas con la ataxia de Friedreich (W155R, I154F, D122Y, y G130V) a través de 
medidas de relajación del 15N (Correia et al., 2008). Estos estudios incluyeron experimentos de tipo 
NOE heteronuclear, R1 y R2, pero no analizaron la relajación en escalas de tiempo mayores, 
accesibles a través de experimentos de intercambio de protones con el solvente o por dispersión 
de la relajación. 
 
Figura 1.7. Estructura de la Frataxina humana. Modelo de cintas de la variante FXN88-210 
(PDB ID: 1EKG), indicando los elementos de estructura secundaria. CTR: región C-terminal.  
Rol biológico de la FXN 
La función biológica de la Frataxina es todavía objeto de debate, pero se acepta comúnmente 
que esta proteína juega un rol importante en la homeostasis del hierro. Este metal es esencial para 
muchas funciones celulares, pero en estado libre—a pH fisiológico y en condiciones aeróbicas—
es extremadamente insoluble y tóxico para el organismo. Para sobrellevar este obstáculo, las 
células procariotas y eucariotas han desarrollado varios mecanismos para la adquisición y el 
almacenamiento celular del ion metálico (de Silva et al., 1996; Harrison et al., 1996). Si bien tanto 
la Frataxina como el hierro son necesarios para la biosíntesis de grupos hemo y de centros de Fe-S 
en la mitocondria, no se conoce con exactitud qué vínculo existe entre ambos. Dado que el hierro 
puede reaccionar con el peróxido de hidrógeno generado con la respiración, produciendo 
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radicales hidroxilo altamente tóxicos (Wallace et al., 1998), se piensa que la Frataxina podría tener 
un rol clave en la unión y mantenimiento en forma biodisponible del ion metálico.  
La hélice α1 se vincula con la hebra β1 por medio del loop α1-β1 (Figura 1.7), formando un 
motivo funcional clave que le confiere a la FXN la capacidad de unir entre 5 y 7 átomos de hierro 
por monómero (Yoon et al., 2003), que pueden ser transferidos de forma específica a otras 
proteínas, entre ellas, la aconitasa (Bulteau et al., 2004) y la ferroquelatasa (Yoon et al., 2004). Estos 
sitios consisten en cadenas laterales de residuos de ácido glutámico y ácido aspártico expuestos al 
solvente, que están conservados entre los distintos homólogos. Las cadenas laterales de doce 
residuos ácidos, ubicados en la hélice α1 (E92, E96, E100, E101, E104, E108, E111, D112 y D115) y 
en la hebra β1 (E121, D122 y D124), determinan una extensa superficie de carácter aniónico (Figura 
1.8). El área accesible al solvente del parche es de 915 Å, representando el 20 % del área accesible 
al solvente de toda la proteína. El hecho de que existan únicamente unos pocos grupos cargados 
distribuidos en el resto de la superficie hace que se genere un dipolo significativo. Los residuos 
de E100, E108, E111 y D124 están conservados en otros organismos eucariotas y en bacterias 
(Figura 1.4), al igual que la estructura general del clúster aniónico (Dhe-Paganon et al., 2000). Cabe 
destacar que si bien algunos de los sitios de unión han sido identificados tanto por difracción de 
rayos X como por resonancia magnética nuclear, por la complejidad del sistema no conocemos 
con precisión datos sobre la afinidad de cada uno de los sitios de unión, y únicamente conocemos 
una constante global aparente: KD (Fe3+) ≈ 12 µM y KD (Fe2+) ≈ 55 µM (Yoon et al., 2003). 
 
 
Figura 1.8. Representación de la superficie molecular de FXN. La superficie molecular fue 
calculada y coloreada de acuerdo con la carga teórica de cada residuo: rojo para carga −1, gris 
para carga 0 y azul para carga +1. A la izquierda se presenta el modelo de cintas de la estructura 
de la FXN en la misma orientación que la representación de la superficie molecular. 
Si bien los sitios de unión involucran residuos de la superficie aniónica, al reemplazar 
simultáneamente D86, E90, E93, D101 y E103 por alaninas en el homólogo de S. cerevisiae, se 
observó que la proteína conserva la capacidad de unir ~2 átomos de hierro por subunidad, 
poniendo en evidencia la extraordinaria complejidad del sistema y sugiriendo la posible existencia 
de sitios secundarios de unión al metal (Correia et al., 2010). Dicho reemplazo tiene implicancias 
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en la dinámica general de la estructura de la molécula, aumentando la resistencia a proteólisis y 
la estabilidad general de la macromolécula. 
Es posible que las cadenas laterales de otros residuos afecten la afinidad del hierro por estos 
sitios, modulando la función. De la misma forma, la dinámica del loop α1-β1 podría tener un efecto 
sobre la misma. La movilidad de este elemento podría estar correlacionada con la movilidad de 
la región C-terminal, cuya presencia resulta crucial para la estabilidad global y la movilidad de 
ciertas regiones, como el loop α1-β1 (Roman et al., 2012; Faraj et al., 2014). 
La unión de hierro en el contexto celular podría implicar la asociación de la FXN con otras 
proteínas mitocondriales tal como ocurre con la ferritina, una proteína de almacenamiento de 
hierro con clústeres de residuos ácidos conservados. Se ha descripto que 24 monómeros de 
ferritina se ensamblan para formar esferas huecas de 12 nm que albergan hasta 4 500 átomos de 
hierro en una cavidad central de 8 nm. Los clústeres de residuos ácidos son necesarios para la 
nucleación y para la oxidación de Fe2+ en el canal que transporta el metal al centro de la estructura 
multimérica. La substitución de residuos ácidos individuales reducen significativamente las 
actividades de oxidación y oligomerización (Chasteen et al., 1999).  
Centros de Fe-S: síntesis, estructura y función 
Muchas proteínas necesitan de la asistencia de grupos químicos no proteicos para llevar 
adelante sus actividades biológicas. Los centros hierro-azufre (Fe-S) son un grupo de cofactores 
inorgánicos muy versátiles y conservados evolutivamente, que están presentes de forma ubicua 
en todas las formas de vida. Por lo general, estos centros reactivos se unen a motivos de secuencia 
conservados de las proteínas a través de residuos de cisteína o histidina.  
En la célula, cientos de proteínas requieren este tipo de centros incluidos los miembros de los 
complejos de transporte de electrones de la cadena respiratoria, un importante número de 
enzimas y varios factores de transcripción que regulan la expresión génica (Rotig et al., 1997; 
Bulteau et al., 2004; Stehling et al., 2004; Gakh et al., 2006; Martelli et al., 2007; Stehling et al., 2013). 
Algunos ejemplos de proteínas que requieren centros de Fe-S son la ácido lipoico sintasa, las 
aconitasas 1 (mitocondrial) y 2 (citosólica y nuclear), la ferroquelatasa, y subunidades de los 
complejos I, II y III de la cadena respiratoria. Además, los centros Fe-S también pueden actuar 
como sensores de hierro y oxígeno.  
Si bien la estructura química de estos centros es simple, su biogénesis es compleja y está 
coordinada por varias proteínas. Existen dos tipos principales de centros, que varían según el 
número de átomos de hierro y azufre que los conforman: [2Fe-2S] y [4Fe-4S] (Figura 1.9). Aunque 
más raros, también se han encontrado centros de tipo [3Fe-4S] (Beinert et al., 1997). 
En eucariotas, la biogénesis de la mayoría de los centros Fe-S tiene lugar en las mitocondrias. 
El proceso consiste en serie de eventos complejos que se describen en la Figura 1.10 y pueden 
resumirse en:  
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1. Transferencia de hierro, azufre y electrones a un andamio proteico (ISCU). 
2. Montaje del centro Fe-S. 
3. Transferencia del centro Fe-S desde la proteína andamio a una apo-proteína receptora. 
 
Figura 1.9. Estructura de centros de hierro-azufre. (A) Romboico ([2Fe-2S]), encontrado en 
proteínas con actividad reductasa como las ferredoxinas y las glutarredoxinas. (B) Coalescencia 
de dos clústeres del tipo [2Fe-2S] para formar un clúster de tipo cubano [4Fe–4S]. Los dos 
átomos de hierro en la parte superior del clúster Fe-S de tipo cubano comparten un orbital 
híbrido en el que un único electrón está deslocalizado de tal forma que cada átomo de hierro 
tiene una carga funcional de +2.5 en lugar de tener un hierro con carga +3 y otro con carga +2. 
En el plano inferior se observa una deslocalización similar, que no se muestra en la figura. 
Adaptado de Rouault (2015). 
El proceso de transferencia de azufre a partir del aminoácido cisteína es asistido por la cisteína 
desulfurasa NFS1 (IscS en bacterias y Nfs1 en levaduras). Un residuo de cisteína conservado de 
NFS1 sirve como nucleófilo para atacar al sulfidrilo en posición γ de una cisteína libre (cuyo grupo 
amino ha reaccionado con el fosfato de piridoxal ubicado en el sitio activo), generando un 
persulfuro intermedio en la cisteína del sitio activo. La Frataxina es un modulador positivo de este 
proceso. La proteína ISCU provee un andamio para el montaje de los centros Fe-S utilizando un 
sitio compuesto por residuos de cisteína. Se han detectado mutaciones que estabilizan la 
interacción de los centros en el sitio de síntesis de la proteína de andamiaje, enlenteciendo la 
cinética del proceso de transferencia. 
Existen otras proteínas involucradas en el proceso de ensamblado de los clústeres de Fe-S. La 
proteína ISD11, ausente en procariotas, presenta carga positiva e interactúa con la desulfurasa 
NFS1, estabilizándola y disminuyendo su tendencia a agregar. También participan el complejo de 
chaperonas mtHsp70−Mortalin (HSCA en bacterias y Ssq1 en levaduras), la cochaperona HSC20 
(HSCB en bacterias y Jac1 en levaduras), y la monotiol glutarredoxina, GLRX5 (GRID en bacterias 
y Grx5 en levaduras), entre otras. Además, la ferredoxina podría competir con la FXN por la 
interacción con la proteína desulfurasa NFS1 (ISCS en bacterias). Todo esto pone de manifiesto 
que existe un número importante de sitios de modulación de la actividad de ensamblado y 
transferencia de centros Fe-S. 
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Figura 1.10. Formación de centro de Fe-S en la mitocondria. La cisteína desulfurasa NFS1 se 
une a la proteína ISD11, que contiene un motivo LYR, necesario para la actividad biológica. La 
Frataxina se une transitoriamente al complejo y puede activar el proceso de ensamblado de 
centros hierro-azufre (Fe-S). La co-chaperona HSC20 se une a ISCU y facilita su liberación del 
complejo NFS1−ISD11. ISCU contiene un motivo LPPVK mediante el cual interacciona con el 
dominio de unión a sustrato de la chaperona HSPA9. El dominio J de HSC20 promueve la 
actividad ATPasa del dominio de unión de nucleótido de la chaperona HSPA9. La hidrólisis 
de ATP por HSPA9, hace que se propague un cambio conformacional a través de todo el 
complejo ISCU−HSC20−HSPA9, que activa al clúster Fe-S de ISCU para su transferencia a una 
proteína receptora. El dominio C-terminal de HSC20 interactúa con motivos LYR de diversas 
proteínas receptores de clústeres Fe-S. En este modelo, el clúster Fe-S está protegido por la co-
chaperona HSC20 hasta su trasferencia. Adaptado de Rouault (2015). 
Se ha demostrado la interacción física entre ISCU, NFS1, FXN y ISD11 (Rouault, 2015). Estas 
proteínas formarían un complejo multiproteico que permitiría la canalización de sustratos, 
haciendo al sistema más eficiente. Dada la propensión del hierro a precipitar, sería conveniente 
que este proceso se encuentre rigurosamente canalizado. 
Aunque originalmente se postuló que la FXN podría transferir el Fe2+ necesario a la proteína 
de andamiaje ISCU (Yoon et al., 2003), aún no se ha aclarado con exactitud cuál es la fuente de 
hierro para en el proceso de ensamblado. Se cree que la FXN participaría como donante del metal 
mediante la interacción directa y simultánea tanto con la desulfurasa NFS1 como con ISCU. La 
interacción de FXN con ISCU podría ser modulable por hierro (Watson et al., 2012). Se sabe que la 
FXN interacciona con ISD11 (Shan et al., 2007) y con NFS1 a través de interacciones electrostáticas 
(Martelli et al., 2007; Prischi et al., 2010; Schmucker et al., 2011). Estos hallazgos, han contribuido a 
la comprensión del rol fisiológico de la Frataxina, e indican que probablemente la proteína tenga 
más de una actividad biológica relevante en la célula. La Ferredoxina, que también posee un 
parche aniónico, podría competir por esta interacción (Yan et al., 2013). Asimismo, la FXN podría 
interactuar con holo y apo ISCU (Yoon et al., 2003), y la interacción podría ser modulada por hierro 
y por el estado redox de ISCU (Watson et al., 2012). 
No se detectó diferencia en la interacción con ISCU o NFS1 de las formas FXN42-210 y 
FXN81-210 en experimentos de pull-down, utilizando extractos enriquecidos en mitocondrias, lo 
cual indica que el sitio de interacción con el complejo se halla completamente comprendido en el 
domino C conservado (Schmucker et al., 2008). Sin embargo, algunos aspectos de estas 
interacciones no están claros. Incluso, se sugirió que las especies oligoméricas podrían interactuar 
con los componentes del complejo (Gakh et al., 2010). Bajo ciertas condiciones metabólicas, un 
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extremo N más largo—como el que poseen las variantes FXN42-210 o FXN56-210—podría generar 
formas con capacidad de oligomerizar. Esto resultaría en una mayor capacidad de almacenar 
hierro, que además serviría como mecanismo para evitar la acumulación y la intoxicación.  
Ausencia de Frataxina y estrés oxidativo 
La mayoría de los organismos necesitan grupos prostéticos conteniendo hierro, como grupos 
hemo o centros de Fe-S. Sin embargo, la presencia de hierro en células vivas y su potencial 
toxicidad bajo condiciones fisiológicas requieren que la química de este metal esté finamente 
controlada. La toxicidad mediada por hierro surge de la combinación del ion ferroso con peróxido 
de hidrógeno en la reacción de Fenton, que produce el radical hidroxilo (·OH), altamente reactivo. 
También se han reportado efectos tóxicos relacionados con la formación de depósitos de hierro 
Fe3+—insoluble a pH fisiológico—en la forma Fe(OH)3. La mitocondria requiere mecanismos que 
aseguren la provisión constante de hierro a las vías biosintéticas del grupo hemo y de centros de 
Fe-S, evitando la potencial toxicidad del metal. 
La función de la Frataxina ha sido objeto de estudio desde que se identificó el gen que provoca 
la ataxia de Friedreich. Las primeras observaciones fueron realizadas en levadura, observando 
que la disrupción del gen del homólogo de la Frataxina provoca pérdida de la función respiratoria, 
acumulación de grandes cantidades de hierro en la mitocondria, pérdida de ADN mitocondrial y 
mayor sensibilidad al tratamiento con peróxido de hidrógeno (Babcock et al., 1997; Foury et al., 
1997; Wilson et al., 1997). Existe mucha evidencia—obtenida en levaduras, modelos murinos de 
AF, modelos celulares humanos y pacientes con ataxia de Friedreich—de que la Frataxina es 
necesaria para la homeostasis del hierro, el funcionamiento de las enzimas que contienen centros 
de Fe-S y hemo, la fosforilación oxidativa, y la protección contra el estrés oxidativo (Pandolfo, 
2003). Particularmente, se describió que la Frataxina une hierro (Adamec et al., 2000; Cavadini et 
al., 2002), y se postuló que funciona como una chaperona del metal. Dicha postura cobró sustento 
al describirse que la Frataxina promueve la síntesis in vivo de centros de Fe-S (Duby et al., 2002; 
Muhlenhoff et al., 2002; Seznec et al., 2004) y proteínas que contienen grupo hemo (Lesuisse et al., 
2003), y que la Frataxina transfiere Fe2+ in vivo a la proteína de andamiaje ISCU (Yoon et al., 2003), 
a la ferroquelatasa en el último paso de la síntesis del grupo hemo (Park et al., 2003; Yoon et al., 
2004), y a la aconitasa mitocondrial, reactivando la enzima al convertir el centro inactivo de la 
forma [3Fe-4S]+ a la forma activa [4Fe-4S]2+ (Bulteau et al., 2004).  
La acumulación de hierro y el daño oxidativo asociado con la pérdida de la Frataxina podría 
ser un efecto secundario de la alteración de la síntesis de centros de Fe-S (Seznec et al., 2004). Sin 
embargo, también hay evidencia de que la Frataxina podría participar en forma directa en la 
detoxificación del hierro. Se observaron niveles aumentados de hierro libre (no complejado) en 
mitocondrias de células obtenidas de pacientes con ataxia de Friedreich (Tan et al., 2001), y una 
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mayor sensibilidad al estrés oxidativo, incluso cuando no se detectó déficit de enzimas con centros 
de Fe-S (Wong et al., 1999; Bradley et al., 2004).  
El daño oxidativo al ADN mitocondrial y a las proteínas es el primer efecto detectable 
causado por los niveles reducidos de Frataxina en levaduras (Karthikeyan et al., 2003), y de 
manera similar, se detectan lipoperoxidasas y proteínas oxidadas tempranamente en ratones 
deficientes en Frataxina (Seznec et al., 2004). Se demostró que la expresión de ferritina humana 
evita la deficiencia respiratoria, la acumulación de hierro y el daño oxidativo asociado con la 
pérdida de Frataxina en levaduras (Campanella et al., 2004). Más recientemente, se reportaron 
deficiencias a nivel de la formación del citoesqueleto de neuronas motoras, debidas a la menor 
tasa de polimerización de los microtúbulos (Piermarini et al., 2016). En conjunto, estos resultados 
sugieren que el estrés oxidativo no es necesariamente un efecto secundario, sino una consecuencia 
primaria de la deficiencia de Frataxina, resultado de los niveles elevados de hierro libre. 
Sigue abierta la pregunta acerca de cómo la Frataxina sirve como donor de Fe2+ a diversas 
proteínas y, al mismo tiempo, funciona como una vía de detoxificación de hierro libre. Se ha 
demostrado que en levaduras la Frataxina actúa como una chaperona de Fe2+ y como una 
macromolécula de almacenamiento de Fe3+, y que lleva a cabo su función autoensamblándose 
(Park et al., 2003). Además, tanto las formas monomérica como oligomérica de la Frataxina 
humana funcionan como donores de Fe2+ in vitro (Yoon et al., 2003, 2004). 
La ataxia de Friedreich 
La ataxia de Friedreich (AF) es una enfermedad rara de herencia autosómica recesiva 
(ORPHA95), caracterizada por el daño progresivo en el sistema nervioso central y periférico. Tiene 
una prevalencia de aproximadamente 1 en 50 000 en personas blancas de origen europeo, 
pudiendo ser tan elevada como 1 en 20 000 en Irlanda, el norte de España, y el sur de Francia 
(Vankan, 2013). Por otro lado, es prácticamente inexistente en poblaciones de África subsahariana, 
China, Japón y el sudeste asiático (Labuda et al., 2000). Representa aproximadamente la mitad de 
todas las ataxias genéticas, y tres cuartos de las ataxias heredadas en individuos menores de 25 
años (Pandolfo, 2009).  
Los primeros síntomas de la enfermedad, que se observan típicamente entre los 8 y los 15 
años, suelen ser ataxia de la marcha y de los miembros, ausencia de reflejos en los tendones, 
pérdida del sentido de la posición y disartria. Dos tercios de los pacientes poseen miocardiopatía 
hipertrófica al momento del diagnóstico (Durr et al., 1996; Delatycki et al., 1999c), y la mayoría 
mueren de forma prematura (entre los 30 y los 40 años) a raíz de ello (Payne, 2011). 
Nikolaus Friedreich describió la enfermedad en una serie de cinco publicaciones entre los 
años 1863 y 1877, en las que identifica como principales características de la enfermedad, la ataxia 
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de la marcha, neuropatía sensorial, escoliosis, deformidad de los pies y miocardiopatía, así como 
el hecho de que es hereditaria y que su comienzo ocurre en la adolescencia. 
En 1988, Chamberlain et al. determinaron que la alteración genética responsable de la 
enfermedad se encuentra en el brazo largo del cromosoma 9. En 1996, Campuzano et al. 
delimitaron la posición responsable a un gen en el cromosoma 9q13, designado X25, que codifica 
para una proteína de 210 residuos que denominaron Frataxina. El estudio de la proteína que se 
desarrolló desde entonces condujo al descubrimiento de homólogos en muchas especies 
procariotas y eucariotas, como describimos previamente. 
Actualmente, el diagnóstico de AF se realiza en base al análisis clínico y se confirma mediante 
el estudio genético del gen X25. Los pacientes con AF, presentan una reducción de la expresión 
de FXN en todos los tejidos (Lazaropoulos et al., 2015), observándose una disminución de entre el 
70 y el 95 % en los niveles de mRNA y de proteína (Deutsch et al., 2010). Sin embargo, solo se 
observan síntomas en algunos tipos celulares específicos, incluyendo neuronas, cardiomiocitos e 
islotes pancreáticos. Resulta interesante que las personas portadoras (con un solo alelo afectado) 
tienen ~50 % de los niveles de Frataxina que poseen los no portadores, sin experimentar ningún 
síntoma de la patología; de hecho se ha sugerido que los niveles de la proteína pueden ser 
utilizados para diferenciar entre individuos no portadores, portadores y enfermos (Pastore et al., 
2013). Hay reportes que indican que la tasa de portadores sanos es de entre 1 en 60 y 1 en 90 
(Cossee et al., 1997b; Epplen et al., 1997). Por otro lado, la anulación completa de la expresión de 
la Frataxina es letal, tal como se ha observado en modelos murinos en los que se ha realizado el 
knock-out de ambos alelos del locus (Cossee et al., 2000; Sarsero et al., 2004; Sarsero et al., 2014). 
La deficiencia en Frataxina lleva a un severo desbalance en el metabolismo mitocondrial, 
especialmente en la síntesis de centros Fe-S, que son cofactores inorgánicos involucrados en 
muchos procesos celulares, desde la respiración hasta la síntesis y reparación del ADN. En 
biopsias endomiocardiales de pacientes con AF se halló una disminución en la actividad de los 
complejos respiratorios, depósitos de hierro, deficiencias enzimáticas asociadas al metabolismo 
del hierro y del azufre, y reducción en los niveles de ADN mitocondrial (Sanchez-Casis et al., 1976; 
Lamarche et al., 1980; Rotig et al., 1997; Bradley et al., 2000). Asimismo, la acumulación de hierro 
en la mitocondria (Zecca et al., 2004; Whitnall et al., 2012) da lugar al aumento de especies reactivas 
de oxígeno, observándose hipersensibilidad al estrés oxidativo—que mejora al tratar con agentes 
quelantes—en cultivos de fibroblastos obtenidos de pacientes con AF (Wong et al., 1999; Schulz et 
al., 2000; Chantrel-Groussard et al., 2001), lo que provoca finalmente daño celular y disfunción 
mitocondrial (Seznec et al., 2005; Armstrong et al., 2010; Kim et al., 2010; Santos et al., 2010; 
Gonzalez-Cabo et al., 2013). Estos hallazgos revelan la importancia de la Frataxina en la 
homeostasis del hierro y la protección frente a radicales libres. 
Se ha demostrado que la producción de ATP post-ejercicio en músculo esquelético se 
encuentra disminuida en los pacientes que padecen la enfermedad (Lodi et al., 1999; Vorgerd et 
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al., 2000). La sobreexpresión de FXN genera un aumento del flujo del ciclo de Krebs y de la 
respiración, con un consecuente aumento en el potencial de membrana mitocondrial, sugiriendo 
que la Frataxina activa la conversión energética y la fosforilación oxidativa (Ristow et al., 2000). 
Asimismo, se sugirió que el mecanismo por el cual se desarrolla la enfermedad podría ser 
neuroinflamatorio, incluyendo la síntesis de prostaglandinas (Lu et al., 2009; Hayashi et al., 2014; 
Shen et al., 2016). 
Determinantes moleculares 
La mayoría de los pacientes son homocigotas para una extensa expansión de repeticiones del 
triplete GAA en el intrón 1 del gen X25 (Campuzano et al., 1996). En el gen X25, el segmento 
polimórfico con repeticiones GAA posee entre 5 y 33 repeticiones en personas sanas (<12 en el 
85 % de los casos), en tanto que en los individuos afectados con AF ambos alelos poseen entre 70 
y 1 700, con más de 400 repeticiones en la mayoría de los pacientes (Campuzano et al., 1996; Durr 
et al., 1996; Filla et al., 1996; Montermini et al., 1997a; Patel et al., 2001; Pandolfo, 2006). Los casos 
restantes de la enfermedad ocurren en individuos heterocigotas, con un alelo expandido y una 
deleción o mutación puntual en el otro (De Castro et al., 2000), que impiden la correcta expresión, 
afectan el procesamiento postraduccional o dan lugar a variantes maduras funcionalmente 
deficientes (Al-Mahdawi et al., 2000; Correia et al., 2008; Bridwell-Rabb et al., 2011; Roman et al., 
2012; Sacca et al., 2013; Faraj et al., 2014; Faraj et al., 2016). Hasta el momento, no se ha reportado 
ningún caso de AF en el que ambos alelos posean una mutación puntual. 
La expansión de repeticiones del triplete GAA es responsable de entre el 95 y el 98 % de los 
casos de AF (Galea et al., 2016). El tamaño de la expansión está directamente correlacionado con 
la presencia de un número de características clínicas, e inversamente correlacionado con la edad 
de comienzo de la enfermedad (Durr et al., 1996; Filla et al., 1996; Montermini et al., 1997b; 
Delatycki et al., 1999c). La expansión anormal de tripletes GAA impide la correcta trascripción del 
gen, provocando que los niveles de mRNA, y en consecuencia de la proteína, se vean disminuidos 
(Campuzano et al., 1996; Cossee et al., 1997a; Bidichandani et al., 1998). No hay evidencia de que 
la FXN sea disfuncional cuando la enfermedad se debe a la expansión de ambos alelos del gen 
X25, sin observarse alteraciones en el splicing del mRNA ni en su vida media (Bidichandani et al., 
1998; Punga et al., 2010; Chan et al., 2013). 
No se conocen las causas del alargamiento de las repeticiones de GAA, pero se cree que podría 
deberse a errores en la replicación, la recombinación o reparación del ADN. La reducción en la 
expresión de Frataxina fue inicialmente asociada a problemas en la elongación durante la 
transcripción (Punga et al., 2010; Kim et al., 2011; Kumari et al., 2011). Sin embargo, la magnitud 
de este efecto es mucho menos importante in vivo que lo que se ha sugerido a partir de estudios 
realizados in vitro (Bidichandani et al., 1998; Ohshima et al., 1998; Sakamoto et al., 2001). De hecho, 
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mediante RT-PCR se determinó que los niveles de transcripto rio abajo y rio arriba de la región 
con las expansiones GAA no difiere (Kumari et al., 2011; Chutake et al., 2014b). 
En consecuencia, se atribuye que la menor tasa de transcripción se debe a la menor tasa de 
iniciación transcripcional. En base a estudios realizados sobre varios sistemas modelos y muestras 
de autopsias de pacientes, se postuló que la expansión de las repeticiones GAA induce 
silenciamiento epigenético (Saveliev et al., 2003; Herman et al., 2006; Iizuka et al., 2006; Greene et 
al., 2007; Al-Mahdawi et al., 2008; Soragni et al., 2008; Kumari et al., 2011; Kumari et al., 2012b; 
Yandim et al., 2013; Kumari et al., 2015). La magnitud del silenciamiento del promotor en la AF y 
la consecuente deficiencia transcripcional es dependiente de la longitud de la expansión de GAA 
(Chutake et al., 2014b), lo que apoya la idea de que existe una relación entre la expansión de GAA 
y el silenciamiento epigenético del promotor. La cromatina represiva se expande desde la 
repetición de tripletes GAA en el intrón 1 hasta el promotor del gen, haciéndolo no permisivo de 
la transcripción, y provocando la severa deficiencia de la iniciación transcripcional que da lugar a 
la AF (Herman et al., 2006; Punga et al., 2010; Kim et al., 2011; Kumari et al., 2011; Chutake et al., 
2014a; Silva et al., 2015). 
También se propuso que la disminución de FXN puede deberse a la adopción de estructuras 
secundarias anormales como triple hélices de ADN por parte de largos segmentos de repeticiones 
GAA, que impiden el avance de la maquinaria transcripcional (Bidichandani et al., 1998; Ohshima 
et al., 1998; Wells, 2008; Groh et al., 2014a; Groh et al., 2014b). Además, se reportó la formación de 
bucles R (híbrido RNA-ADN), en los que el producto transcripcional del segmento expandido con 
repeticiones GAA se une al ADN genómico, interfiriendo con la transcripción e induciendo 
modificaciones que promueven el silenciamiento de la cromatina (Grabczyk et al., 2007; Groh et 
al., 2014a; Butler et al., 2015; Li et al., 2015).  
El silenciamiento transcripcional va acompañado de la hipoacetilación de las histonas H3 y 
H4, hecho consistente con un mecanismo de represión mediado por heterocromatina (Gottesfeld, 
2007; Soragni et al., 2008). Se ha descripto la presencia de un alto nivel de las marcas represivas 
H3K9me2, H3K9me3 y H3K27me3, junto con altos niveles de la proteína represiva de 
heterocromatina (HP1), río arriba y río debajo de la región con repeticiones GAA en una línea 
celular linfoblastoide (Herman et al., 2006; Greene et al., 2007) y fibroblastos de pacientes con AF 
(De Biase et al., 2009). Además, en células provenientes de pacientes con AF, se reportó una 
reducción en las modificaciones de histonas asociadas a una mayor apertura de la cromatina—
como H3K4me3, H3K36me3 o H3K79me3—flaqueando la región con repeticiones GAA del gen 
X25 (Punga et al., 2010; Kumari et al., 2011). 
La expresión reducida de FXN está asociada con cambios en las modificaciones de la 
cromatina, incluyendo aumento en la metilación y disminución en la acetilación de H3K9. Las 
modificaciones postraduccionales de histonas que tipifican a la heterocromatina (metilaciones 
H3K9me2 y H3K9me3) están enriquecidas en la vecindad de las repeticiones, en tanto que las 
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marcas de cromatina activa (acetilaciones H3K9ac, H3K14ac y H4K5ac) están disminuidas en 
muestras de pacientes con AF (Marmolino, 2011; Gottesfeld et al., 2013; Richardson et al., 2013; 
Sandi et al., 2014). Los mecanismos de silenciamiento se resumen en la Figura 1.11. 
También, se demostró un enriquecimiento en 5-hidroximetilcitocina de la región río arriba de 
la región con repeticiones del triplete GAA y en la isla CpG localizada en el intrón 1 del gen X25 
(Al-Mahdawi et al., 2013). La heterocromatinización del locus X25 inducida por la expansión de 
las repeticiones de GAA pudo ser reproducida en sistemas modelo, insertando segmentos largos 
con repeticiones GAA en genes reporteros (Soragni et al., 2008; Ditch et al., 2009). De forma similar, 
la inserción de un segmento con repeticiones GAA en el gen que codifica para la proteína 
homóloga en ratón llevó a una disminución en la expresión de la Frataxina (Miranda et al., 2002). 
Otros mecanismos epigenéticos están involucrados en la fisiopatología de la AF. Dos estudios 
han sugerido el rol de miRNAs en el fenotipo de la AF. El primer estudio demostró que el sitio de 
unión para el miRNA regulatorio miR-155 en el gen del receptor de tipo 1 de la angiotensina II se 
altera por la introducción de un polimorfismo (rs5186), contribuyendo al fenotipo cardíaco de la 
AF (Kelly et al., 2011). El segundo estudio comparó el perfil de expresión de miRNA en 
fibroblastos y linfoblastos de personas sanas y con AF, y observaron la desregulación de 27 
miRNAs (Mahishi et al., 2012). 
   
Figura 1.11. Mecanismos de silenciamiento del gen X25 en la ataxia de Friedreich. Las 
personas sanas, que poseen hasta 43 repeticiones del triplete GAA, contienen histonas con 
marcas que indican iniciación y elongación activas de la transcripción en regiones del promotor 
y en el intrón 1 del gen X25. En pacientes con ataxia de Friedreich, la presencia de extensos 
segmentos con repeticiones GAA lleva al silenciamiento del gen X25 mediante dos potenciales 
mecanismos: (i) la adquisición de estructuras anómalas como triple hélices de ADN o 
estructuras híbridas de RNA-ADN (bucles R), que impiden el avance de la RNA polimerasa, 
reduciendo la transcripción del gen, y (ii) aumento de la metilación del ADN y de HP1, y 
enriquecimiento en marcas represivas de las histonas en el gen X25 que inducen la formación 
de heterocromatina que puede llevar a niveles de silenciamiento aún más pronunciados. 
Adaptada de (Sandi et al., 2014). 
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Con respecto a las mutaciones, inserciones y deleciones en el gen X25, que representan entre 
el 2 y el 5 % de los casos de la enfermedad, hasta el momento se han identificado 63 mutaciones 
diferentes en pacientes con AF, incluyendo las que poseen alterado el codón de inicio de la 
traducción (Figura 1.12). El estudio de algunas de dichas mutantes permitió comprender el efecto 
de mutar ciertos residuos sobre la estructura, estabilidad, dinámica y función de la FXN. Se 
observó que las mutaciones pueden afectar la estabilidad de la proteína provocando su agregación 
o favoreciendo su rápida degradación in vivo, o bien pueden alterar su capacidad de interactuar 
con hierro o con otras proteínas. Generalmente, las mutaciones de residuos que se hallan en el core 
hidrofóbico de la proteína tienen mayor impacto sobre la estabilidad, en tanto que los residuos de 
la superficie afectan mayormente las interacciones que establece la FXN. 
En ocasiones, el fenotipo observado en individuos con este perfil genético puede coincidir 
con el de aquellos que son homocigotas para la expansión del triplete GAA, pero no siempre es el 
caso (Cossee et al., 1999). Por ejemplo, la mutación puntual más comúnmente hallada, G130V, da 
lugar a una forma de la enfermedad en la que los primeros signos se observan a mayor edad, y 
cuyos síntomas son menos severos (no presentan disartria ni miocardiopatía) y progresión más 
lenta (Delatycki et al., 1999b).  
Ciertas mutaciones afectan la estabilidad termodinámica de la molécula. Las mutaciones 
ubicadas en el core hidrofóbico desestabilizan significativamente a la proteína, como resultado del 
empaquetamiento defectuoso, consecuencia de sustituciones por residuos voluminosos (I154F y 
L182F), la formación de cavidades internas al sustituir un residuo por otro más pequeño (L106S y 
W173G), la disrupción de elementos de estructura secundaria (L156P y L190P), o la introducción 
de residuos con cadenas laterales cargadas (Y123D, L182H, H183R y L186R) (Cossee et al., 1999; 
Correia et al., 2006; Correia et al., 2008; Galea et al., 2016). En el caso particular de la mutación I154F, 
se demostró que el efecto desfavorable de la mutación no se observa en la forma madura de la 
proteína sino en el intermediario que resulta de remover la señal de translocación a mitocondria, 
FXN42-210 (Li et al., 2013).  
Otras mutaciones afectan el procesamiento de la cadena polipeptídica, afectando la 
maduración de la molécula. Las mutaciones R40C y S81A alteran los sitios de reconocimiento de 
la proteasa, afectando la formación del intermediario y de la forma madura de la FXN (Van Driest 
et al., 2005). La mutante W173G da lugar a la acumulación de la forma intermediaria FXN42-210 
(Cavadini et al., 2000), probablemente debido a la proximidad espacial de W173 con el sitio de 
clivaje K80-S81 (Galea et al., 2016). 
Existen mutaciones que afectan la interacción de la FXN con otras proteínas, como las que 
integran el complejo de biosíntesis de centros de Fe-S (NFS1, ISD11 y ISCU): D122Y, N146K, 
Q148R, W155R, L156P, R165C, R165D, R165N y R165P. Estas mutaciones están ubicadas en la 
superficie de la proteína, especialmente en la cara externa de la hoja β antiparalela, y no presentan 
significativa desestabilización (Correia et al., 2006; Correia et al., 2008; Bridwell-Rabb et al., 2011; 
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Li et al., 2013). La mutación D122Y se encuentra en el parche aniónico formado por residuos ácidos 
de la hélice α1, la hebra β1 y el loop α1- β1, y altera la carga de la superficie y la polaridad global 
de la proteína (Dhe-Paganon et al., 2000).  
Las mutantes I154F y W155R precipitan en presencia de hierro, en tanto que D122Y y G130V 
poseen una menor afinidad por iones de Fe2+. Sin embargo, mediante estudios de resonancia 
magnética nuclear se demostró que estas variantes conservan la estructura y la dinámica de la 
proteína silvestre (Correia et al., 2006; Correia et al., 2008).  
 
             
Figura 1.12. Posición de las mutaciones descriptas hasta el momento en pacientes con AF. 
(A) Mutaciones mapeadas sobre un esquema de la secuencia de FXN. Se indican los segmentos 
provenientes de cada uno de los cinco exones. El péptido de translocación a mitocondria está 
coloreado de amarillo y la porción N-terminal del intermediario FXN 42-210 se indica en azul. 
Se esquematizan los elementos de estructura secundaria arriba de la porción correspondiente 
a la proteína madura. (B) Mutaciones mapeadas sobre la estructura de la FXN (PDB ID: 1EKG). 
Se muestra la representación de la estructura desde dos caras opuestas de la molécula. Se 
indican en negro las mutaciones que afectan sitios de clivaje importantes en la maduración de 
la proteína, en naranja aquellas que afectan la interacción de la FXN con otras proteínas y en 
verde aquellas que afectan residuos del core hidrofóbico. Se indica además en rojo la mutación 
L198R, ubicada en el extremo C. El segmento que está delecionado en la mutante FXN 193Δ se 
indica en violeta en ambos paneles. 
También se describieron una serie de mutaciones en la hélice α2 (L182F, L182H, H183R, L186R 
y L190P), que probablemente sean desestabilizantes como las demás mutantes que introducen 
perturbaciones en el core hidrofóbico de la proteína. Dichos residuos podrían interactuar con el 
segmento C-terminal extendido de la FXN, que se posiciona entre ambas hélices α y ayuda a 
estabilizar la proteína, actuando como una traba conformacional. Las mutaciones de los residuos 
que interactúan con la región C-terminal podrían perturbar esta interacción. Asimismo, se 
B 
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describió la mutación L198R, ubicada en el extremo C de la proteína (Al-Mahdawi et al., 2000). 
Esta mutante se encuentra desestabilizada cinética y termodinámicamente, y exhibe una dinámica 
localmente alterada (Faraj et al., 2014; Faraj et al., 2016).  
También se describió que la mutante FXN 193Δ, que carece de los últimos 17 residuos, da 
lugar al desarrollo de una variante de AF de rápida progresión (Sacca et al., 2013). La eliminación 
del segmento C-terminal tiene amplios efectos sobre la estabilidad termodinámica, la dinámica y 
la cinética de plegado (Roman et al., 2012; Faraj et al., 2014; Faraj et al., 2016), lo que explica la 
alteración significativa de la actividad biológica de la FXN que se observa en lo individuos 
afectados. 
Manifestaciones clínicas de la enfermedad 
En la mayoría de los casos, la enfermedad se presenta durante el comienzo de la adolescencia. 
Los síntomas iniciales suelen ser enteramente neurológicos (Bidichandani et al., 1993). El progreso 
es relativamente lento, siendo el tiempo promedio entre el comienzo de los síntomas y la 
necesidad de utilizar silla de ruedas de aproximadamente 10 años (Durr et al., 1996; Delatycki et 
al., 1999c). La severidad clínica y la edad del debut de la enfermedad se correlaciona con la 
extensión de la expansión de tripletes GAA en el alelo más corto (Durr et al., 1996; Filla et al., 1996).  
Su pronóstico ha mejorado en los últimos años, pero la calidad de vida aún está 
significativamente afectada. La esperanza de vida es de unos 40 años, dependiendo de la edad de 
aparición y la presencia de diabetes y miocardiopatía. En un estudio realizado sobre 115 pacientes 
de 90 familias se halló que la edad de comienzo de la enfermedad es 11 ± 7 años y la de 
fallecimiento de 38 ± 14 años (Harding, 1981). Sin embargo, cuando se implementó el diagnóstico 
genético en 1996 se identificaron muchos casos que previamente no eran considerados AF. En un 
estudio posterior, realizado sobre 187 pacientes, se determinó que la edad de comienzo de la 
enfermedad es 16 ± 8 años (Durr et al., 1996). La duración de la enfermedad fue calculada en 21 ± 12 
años (Koeppen et al., 1999). El estudio más reciente indicó que la edad promedio de muerte es de 
38 años, con una mediana de 30 años (Tsou et al., 2011). La muerte se produce principalmente por 
eventos de índole cardíaco, siendo la miocardiopatía la causa de muerte en el 83 % de los casos 
(Durr et al., 1996). 
La AF afecta múltiples órganos (Figura 1.13). Es una enfermedad predominantemente 
neurodegenerativa (Morral et al., 2010), que se caracteriza por la pérdida progresiva de la mielina 
que recubre los axones, en particular en los ganglios de la raíz dorsal, la degeneración de las 
columnas posteriores de la médula espinal, y la pérdida de neuronas sensoriales periféricas. 
Presenta, además, afecciones de origen no neuronal como ataxia de la marcha, deficiencia 
pancreática—que suele derivar en diabetes insulinodependiente en un tercio de los pacientes 
(Thoren, 1962)—miocadiopatía hipertrófica (Payne et al., 2012; Weidemann et al., 2013), 
deformidades óseas y disartria, entre otras (Harding, 1981; Harding et al., 1993; Lodi et al., 1999). 
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La ataxia es por mucho el síntoma más común de la AF, y es debido a una combinación de 
degeneración cerebelar y espinocerebelar, neuropatía sensorial y compromiso del nervio 
vestibular—encargado de transmitir los impulsos nerviosos referentes al equilibrio. La neuropatía 
axonal habitualmente resulta en la ausencia de reflejos en los miembros inferiores. La neuropatía 
sensorial periférica es común, la pérdida del sentido de la vibración y la propiocepción—la 
capacidad de sentir la posición relativa de partes corporales contiguas—resulta de la degeneración 
de las columnas posteriores de la espina dorsal. Además, las extremidades de los miembros 
inferiores pueden presentarse frías y cianóticas debido a perturbación autonómica, especialmente 
en los estadios finales de la enfermedad (Pandolfo, 2009). 
 
Figura 1.13. Consecuencias en el metabolismo de la deficiencia de Frataxina. La diversidad 
de efectos observados en los diferentes tejidos y órganos como consecuencia de alteraciones 
severas en el metabolismo mitocondrial y celular. Figura confeccionada con ilustraciones del 
banco de imágenes Servier Medical Art. 
La mayoría de los individuos afectados (~75 %) tienen miocardiopatía hipertrófica 
(Andermann et al., 1976; Harding et al., 1983; Durr et al., 1996; Puccio et al., 2001; Payne et al., 2012; 
Weidemann et al., 2012; Weidemann et al., 2013; Koeppen et al., 2015; Peverill, 2016), si bien se 
presenta con menor frecuencia en pacientes con expansiones cortas del triplete GAA en al menos 
un alelo (Durr et al., 1996; Filla et al., 1996). También se demostró que el espesor de la pared del 
ventrículo izquierdo guarda correlación con la expansión de repeticiones del triplete GAA (Isnard 
et al., 1997). Se han descriptos niveles elevados de hierro en el corazón de pacientes (Lamarche et 
al., 1980; Delatycki et al., 1999a; Lee et al., 2014). 
Más del 90 % de los casos presentan disartria de diferente severidad, empeorando los 
síntomas con el avance de la enfermedad (Folker et al., 2010). Los problemas auditivos son muy 
comunes (Rance et al., 2008; Rance et al., 2010), así como también las anomalías oculares (Harding, 
1981; Durr et al., 1996; Fahey et al., 2008; Fortuna et al., 2009). Asimismo, entre el 10 y el 30 % de 
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los casos presentan intolerancia a la glucosa o diabetes mellitus (Durr et al., 1996; Delatycki et al., 
1999c). 
En muchos casos están afectadas funciones cognitivas. A pesar de no tener un coeficiente 
intelectual significativamente disminuido, los pacientes con AF presentan alteraciones en su 
fluidez verbal, la capacidad visuoconstructiva y visuoperceptual, y en la reacción mental y 
motora. Su perfil intelectual se caracteriza por el pensamiento concreto, una pobre capacidad de 
formación de conceptos y una menor velocidad de procesamiento de la información visuoespacial 
(Mantovan et al., 2006). También se demostraron deficiencias en el control cognitivo de los 
movimientos oculares (Fielding et al., 2010; Hocking et al., 2010), y dificultades con la atención y 
la memoria de trabajo (Klopper et al., 2011). 
Estrategias terapéuticas 
Hasta el momento, ninguna intervención terapéutica ha resultado eficaz para frenar o revertir 
el deterioro progresivo de la salud de los pacientes. La mayoría de las estrategias se enfocan en 
controlar y aminorar los síntomas asociados a la enfermedad. La terapia física y el uso de prótesis, 
andadores y sillas de rueda ayudan a mantener un estilo de vida activo. Los programas de 
estiramiento y el uso de férulas y agentes farmacológicos (baclofeno y toxina botulínica) mejoran 
la espasticidad muscular. El tratamiento de la afección cardíaca incluye antioxidantes, 
anticoagulantes, agentes antiarrítmicos y marcapasos. Los pacientes con diabetes mellitus suelen 
requerir insulina. 
En la búsqueda de tratamientos farmacológicos, la quelación de hierro y la terapia con 
antioxidantes (coenzima Q10 e ibedenona) han sido el foco de atención durante los últimos 10 
años. Estos tratamientos están orientados a mejorar los efectos de la deficiencia de FXN mediante 
el mejoramiento de la función mitocondrial (Perlman, 2012; Parkinson et al., 2013). En 2008 se 
completaron los ensayos clínicos para el tratamiento de la AF con idebenona, pero su indicación 
para el tratamiento de AF fue discontinuada en 2013 en Europa, Canadá y Estados Unidos debido 
a que en ensayos clínicos posteriores demostró no ser eficaz (Lynch et al., 2010). 
Se reportó que el tratamiento combinado con coenzima Q10 y vitamina E produce una 
disminución de algunas características clínicas de la enfermedad y una mejora significativa de la 
función cardíaca. El mecanismo de acción estaría relacionado con la atenuación del daño 
producido por radicales libres generados debido al exceso de hierro mitocondrial (Cooper et al., 
2007; Cooper et al., 2008). Además, se han estudiado los efectos de la administración de 
eritropoyetina (Mariotti et al., 2013) y nicotinamida (Libri et al., 2014). 
Las estrategias actuales de tratamiento apuntan a incrementar los niveles de FXN. La 
identificación de eventos epigenétios en la fisiopatología de la AF abre nuevas puertas al 
tratamiento de la enfermedad. En este sentido, la activación transcripcional del gen de la FXN es 
una estrategia terapéutica atractiva (Sandi et al., 2014; Soragni et al., 2014). 
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La progresión de la enfermedad disminuiría si los niveles de FXN pudieran aumentarse; el 
hallazgo de agentes que permitan aumentar la expresión de FXN es una alternativa terapéutica 
promisoria (Greene et al., 2007; Al-Mahdawi et al., 2008; Sandi et al., 2011; Kumari et al., 2012a). Se 
ha observado silenciamiento genético in vivo del gen X25, y se han descripto un conjunto de 
agentes terapéuticos que encienden nuevamente el gen X25, que se hallan en fase de ensayos 
clínicos (Chan et al., 2013).  
La reversión de la deficiencia transcripcional debería dar lugar a la normal producción de 
FXN, dado que la secuencia codificante del gen no está afectada en la mayoría de los pacientes 
(Campuzano et al., 1996). Dado que los pacientes típicamente expresan 15 % de los niveles 
normales, un incremento de entre 2 y 3 veces en los niveles de transcripto deberían resultar en 
mejorías clínicas significativas. 
En virtud de que el 95 % de los casos de la enfermedad corresponden a expansiones de 
distinto grado del triplete intrónico GAA, se ha puesto mucha expectativa sobre los medicamentos 
que permitirían desbloquear la transcripción del gen X25. Entre ellos, los inhibidores de la histona 
deacetilasa (HDACs) son probablemente los más prometedores (Herman et al., 2006; Rai et al., 
2008; Xu et al., 2009; Rai et al., 2010; Sandi et al., 2011; Soragni et al., 2011). Este tipo de droga 
contribuiría con el desempaquetamiento de la cromatina, revirtiendo los cambios epigenéticos 
que contribuyen a disminuir la transcripción del gen (Sandi et al., 2011; Chan et al., 2013; Gottesfeld 
et al., 2013; Libri et al., 2014; Soragni et al., 2014). 
En experimentos realizados en un modelo murino de AF, se demostró que la administración 
de interferón-gamma produce un incremento en la expresión de FXN en las neuronas de los 
ganglios de la raíz dorsal, evita los cambios asociados a patología y mejora las capacidades 
sensoriomotoras (Tomassini et al., 2012). 
Existen en la actualidad líneas muy prometedoras, como las construcciones TAT-FXN. En este 
caso la idea es acoplar a la proteína recombinante un péptido TAT, que le confiere a la 
macromolécula la capacidad de introducirse en las células a través de las membranas biológicas. 
Este sistema fue probado con éxito en modelos celulares (Kim et al., 2012; Vyas et al., 2012).  
Asimismo, en tanto que la mayoría de las personas con AF son homocigotas para la secuencia 
expandida de tripletes GAA, un número pequeño de pacientes (<5 %) posee un alelo expandido 
y el otro con una mutación que conlleva la pérdida de función de la FXN. Esto significa que cada 
paciente con AF posee al menos un alelo expandido con la capacidad de causar silenciamiento 
epigenético del gen X25. Por ello, la reactivación del gen silenciado es considerada una de las 
estrategias terapéuticas más atractivas. De hecho, dado que la deficiencia en la iniciación de la 
transcripción es la mayor causa de deficiencia en la transcripción del gen X25 (Kumari et al., 2011; 
Chutake et al., 2014a; Silva et al., 2015), la reactivación del promotor epigenéticamente silenciado 
parece ser una estrategia particularmente eficiente para restaurar los niveles de transcripto de X25 
de manera terapéuticamente significativa. Se demostró que los derivados de la 
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2-aminobenzamida, que inhiben específicamente las histonas deacetilasas de clase I, aumentan los 
niveles de transcripto de X25 en células derivadas de pacientes con AF (Soragni et al., 2015). Una 
de dichas moléculas se encuentra en fase clínica (Soragni et al., 2014), y está actualmente siendo 
desarrollada como un agente terapéutico para la AF. 
Una búsqueda entre fármacos existentes, permitió identificar a la Diclonina—un anestésico 
local con propiedades bactericidas y fungicidas, utilizado para tratar el dolor bucal, prurito, 
picaduras de insectos y lesiones y quemaduras menores—como un activador de la expresión de 
la FXN (Sahdeo et al., 2014).  Posiblemente, la Diclonina induce la expresión del factor de 
trascripción Nrf2, convirtiéndolo en un activador inespecífico de la expresión génica. 
Una de las estrategias posibles más interesantes que ha surgido para incrementar los niveles 
de expresión de FXN es su estabilización in vivo a través de la inhibición de su degradación vía 
proteosoma por el sistema celular de ubiquitinación. Rufini et al. (2011) reportaron que la 
ubiquitinación de la FXN se produce en la lisina 147 y que su mutación por arginina la estabiliza 
in vivo. Mediante estudios computacionales, hallaron ligandos específicos que impiden la 
ubiquitinación y la degradación de la proteína en células derivadas de pacientes con AF, 
observándose además un aumento en los niveles de actividad aconitasa compatible con un 
incremento de FXN funcional. Estos importantes descubrimientos abren puertas aún no 
exploradas que involucran las vías de degradación y control de calidad de plegado 
intramitocondrial (Truscott et al., 2011; Nakamura et al., 2012; Voos, 2013) y el estudio de la 
inhibición especifica de la degradación de la FXN en la matriz: La desestabilización de los 
extremos N- y C- en el caso de la FXN podría ser el origen de un incremento en la degradación en 
el caso de variantes inestables. 
También se avanza en el desarrollo de estrategias basadas en terapia génica (Evans-Galea et 
al., 2014). Hasta el momento se ha logrado frenar y revertir el desarrollo de miocardiopatía en un 
modelo murino de AF mediante la administración intravenosa de un vector basado en adenovirus 
que expresa la Frataxina humana (Perdomini et al., 2014). 
Un modelo para estudiar la relación secuencia–estructura–función 
La secuencia de aminoácidos de una proteína determina la conformación que adquiere la 
molécula en unas determinadas condiciones fisicoquímicas que ofrece el entorno. El estudio de 
los mecanismos de consolidación de la estructura, y su relación con la estabilidad y la dinámica 
es un asunto cuyo abordaje ha demostrado ser muy complejo, pero de gran relevancia, dado que 
de ello depende la capacidad de la macromolécula de llevar a cabo su función biológica. Algunos 
interrogantes que se desprenden son cómo se transmite la información entre regiones de la cadena 
polipeptídica, qué relaciones existen entre la estabilidad global, las estabilidades locales, las 
movilidades de las diferentes regiones, y cómo su perturbación afecta la actividad biológica. 
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Asimismo, resulta importante identificar los factores que modulan la estabilidad y la dinámica, y 
los mecanismos de plegado y desplegado.  
La FXN constituye un excelente modelo para estudiar el vínculo entre los movimientos 
moleculares y la estabilidad termodinámica en proteínas. Los resultados que presentamos en este 
trabajo significan un avance en la comprensión de las relaciones entre la dinámica, la estabilidad, 
la capacidad de formar complejos multiproteicos y la eficiencia de la interacción con hierro. 
Mediante el estudio de la estabilidad termodinámica, la dinámica molecular y del mecanismo de 
plegado fue posible conocer más detalladamente la contribución de los distintos elementos de 
estructura secundaria a la estabilización y consolidación de la estructura terciaria y cuaternaria de 
la FXN. 
Hemos puesto especial énfasis en definir qué rol juega la región C-terminal sobre dichos 
determinantes estructurales, y en comprender las correlaciones entre las estabilidades locales y 
las movilidades de la cadena. Por un lado, buscamos caracterizar la movilidad interna, la 
flexibilidad y dinámica de la FXN, y determinar el efecto de alteraciones en la región C-terminal 
en las diferentes escalas temporales de las distintas regiones de la cadena polipeptídica. 
Asimismo, analizamos de qué manera introducir cambios en región C-terminal afecta la 
capacidad de unir hierro. Por último, estudiamos el mecanismo de plegado de la FXN silvestre y 
el efecto de mutaciones en la región C-terminal. 
Otro aspecto que exploramos es el proceso de multimerización de la FXN. Buscamos 
comprender, desde un punto de vista biofísico, cómo se consolida la estructura cuaternaria de esta 
molécula. Es fundamental identificar la relevancia biológica del multímero de FXN; el estudio del 
proceso de oligomerización podría permitir hacer inferencias sobre la dinámica de formación de 
ensambles de alto peso molecular a nivel celular, y progresar en la descripción de su función. En 
este sentido intentamos interpretar el proceso de multimerización mediante el análisis del vínculo 
existente entre el extremo N y el dominio FXN. Buscamos determinar la contribución del extremo 
N en la estabilización del multímero, así como si el N-terminal posee algún grado de estructura 
en el contexto de la especie oligomérica. 
El mayor conocimiento de la biofísica de la FXN podría ser de gran importancia biomédica, 
dado que contribuirá a comprender los determinantes moleculares de la AF. En particular, nuestra 
contribución ayudará a explicar las características patogénicas de las variantes FXN 193Δ y 
FXN L198R, así como también a definir la importancia de los diferentes elementos de estructura—
que se encuentran alterados en otras mutantes patogénicas descriptas—en la estabilidad, la 
dinámica y la función. Adicionalmente, la posibilidad de comprender en detalle las interacciones 
que establecen los residuos entre sí y con el solvente, en conjunto con el conocimiento sobre las 
fluctuaciones en las diferentes escalas temporales podría ser de gran relevancia para divisar el 
diseño y la selección de fármacos que puedan mejorar la calidad de vida de las personas que 
padecen AF, para la cual no existen hasta el momento estrategias terapéuticas efectivas. 
––––––––– Capítulo 1: La Frataxina Humana: un Modelo para Estudiar la Relación Secuencia–Estructura–Función 
 │31 
Construcción de las hipótesis de trabajo 
Las movilidades de las distintas regiones de la cadena polipeptídica podrían estar 
correlacionadas en las diferentes escalas temporales, así como también lo estarían los cambios en 
las estabilidades locales. Esto es, un cambio en la estabilidad local de una región podría resultar 
no solamente en un cambio en la movilidad de esa zona de la macromolécula (efecto local) sino 
que podría producir alteraciones en la estabilidad y movilidad de otras regiones de la proteína 
vinculadas con la primera (efectos correlacionados o de largo alcance). Si este fuera el caso, dichas 
alteraciones pueden lograrse mediante la introducción de variaciones en la secuencia y en la 
estructura. Esto resulta particularmente relevante dada la posibilidad de controlar las movilidades 
locales e incrementar la estabilidad global, sin perder funcionalidad. En particular, enfocaremos 
nuestros estudios en la evaluación del efecto de cambios en la región C-terminal sobre 
propiedades del resto de la proteína.  
El extremo N-terminal de la FXN le confiere a la proteína la capacidad de establecer 
interacciones intermoleculares que promueven el proceso de oligomerización. Aquí planteamos 
un estudio detallado de las bases de este proceso. Por otro lado, las interacciones intramoleculares 
del extremo N-terminal con el resto de la proteína podrían contribuir eventualmente a la 
estabilización de estados intermedios parcialmente plegados competentes para la importación a 
mitocondrias. Así el estudio del N-terminal puede ser una clave para comprender aspectos 
importantes del plegado y funcionalidad de la FXN. Nuestros experimentos nos permitirán 
comprender con mayor detalle las condiciones fisicoquímicas que favorecen el ensamble. 
En lo que respecta a la contribución de la región C-terminal a la estabilidad y la modulación 
de la dinámica y al mecanismo de plegado proponemos que el C-terminal participa en 
interacciones fundamentales para la estabilización de la estructura terciaria de la FXN nativa. 
Consecuentemente, las alteraciones en la región C-terminal tendrían efectos en la funcionalidad 
de la FXN, explicando por qué ciertas mutaciones en esta región, encontradas en algunas de las 
variantes patogénicas reportadas en pacientes con AF resultan funcionalmente ineficientes.  
 
Tenemos las siguientes hipótesis: 
• El extremo N-terminal de la FXN establece interacciones intermoleculares que promueven el 
proceso de oligomerización y podrían determinar la adquisición de estructura en dicha región. 
• La región C-terminal, que no posee estructura secundaria periódica, contribuye a la 
estabilidad por medio de la modulación de la dinámica y su participación en la reacción de 
desplegado. 
• La alteración de la región C-terminal tiene efectos en la funcionalidad de la FXN. 
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Para poner a prueba nuestras hipótesis, nos proponemos los siguientes objetivos: 
• Producir, purificar y estudiar el oligómero de FXN (Capítulo 2). 
• Identificar los determinantes moleculares del proceso de autoensamblado y las características 
estructurales del oligómero de alto peso molecular (Capítulo 2). 
• Dilucidar si la región N-terminal posee estructura en el contexto del oligómero (Capítulo 2). 
• Caracterizar la estructura del dominio C-terminal (dominio Frataxina) en el contexto del 
oligómero (Capítulo 2). 
• Dilucidar el rol de la región C-terminal a nivel de residuo sobre la estabilidad termodinámica, 
para lo cual construiremos una serie de mutantes puntuales (Capítulo 3). 
• Evaluar el efecto de mutaciones de la región C-terminal asociadas a patología sobre la 
estabilidad y la dinámica (Capítulos 3 y 6). 
• Caracterizar la dinámica de la FXN mediante experimentos de proteólisis, resonancia 
magnética nuclear e intercambio de tioles (Capítulos 4 y 6). 
• Estudiar el efecto de cambios en la estabilidad (a través de alteraciones del C-terminal) sobre 
la interacción con hierro (Capítulo 5). 
• Desarrollar una metodología sencilla que permita identificar alteraciones en la interacción con 
hierro en condiciones fisiológicas (Capítulo 5). 
• Identificar alteraciones en la movilidad interna producidas por la interacción con hierro 
(Capítulo 5). 
• Estudiar el proceso de consolidación de estructura de la FXN desde un punto de vista cinético 
para determinar el mecanismo de plegado (Capítulo 7). 
• Evaluar el rol de la región C-terminal en la energética de los estados de transición de la 
reacción de plegado mediante el estudio de mutantes puntuales (Capítulo 7). 
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2 El Rol de la Región N-terminal 
en la Oligomerización de la 
Frataxina Humana 
 
El segmento N-terminal de la forma inmadura de la Frataxina no está 
conservado entre homólogos y, en la variante humana, este segmento se 
comporta como un random coil. En tanto que la forma madura de la 
proteína es monomérica incluso en muy altas concentraciones, los 
intermediarios de procesamiento (FXN42-210 y FXN56-210) forman un 
multímero soluble de alto peso molecular. La caracterización biofísica de 
dicho oligómero indica que las subunidades están bien plegadas y que 
poseen una estabilidad similar a la de la variante madura. Por otro lado, el 
análisis de experimentos de proteólisis limitada indica que el segmento 
N-terminal es lábil, en tanto que el dominio constituido por el fragmento 
FXN81-210 es muy resistente. Además, es posible disrumpir las 
interacciones intermoleculares que estabilizan al multímero con bajas 
concentraciones de agente desnaturalizante, para obtener la forma 
monomérica. Asimismo, observamos que el péptido FXN56-81 adopta 
estructura de hélice α u hoja β dependiendo del entorno. Los resultados 
presentados en este capítulo, permiten comprender los determinantes del 
proceso de oligomerización, su consecuencia sobre la estabilidad de la 
proteína y la capacidad del segmento N-terminal de modular su 
conformación. 
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Traub et al. (1971) 
 
Presecuencias e importación a la mitocondria 
Las proteínas que son importadas a mitocondria, por lo general, se sintetizan como 
precursores más grandes que incluyen secuencias fundamentales para el direccionamiento. Se ha 
establecido que las secuencias de importación mitocondrial son N-terminales y que están 
conformadas por alrededor de 60 residuos, si bien pueden estar compuestas por tan solo 12 
residuos. Las presecuencias son posteriormente eliminadas mediante uno o dos pasos de 
proteólisis, catalizados por peptidasas mitocondriales. El procesamiento proteolítico de los 
polipéptidos se lleva adelante por medio de tres enzimas: la peptidasa de procesamiento 
mitocondrial (MPP) que escinde las pro secuencias de la gran mayoría de las proteínas 
mitocondriales y la peptidasa de membrana interna y la peptidasa mitocondrial de procesamiento 
intermedio que digieren polipéptidos específicos. Las tres enzimas se encuentran conservadas 
estructural y funcionalmente (Truscott et al., 2003; Neupert et al., 2007; Stojanovski et al., 2012) 
(Pfanner et al., 2002). * 
Si se fusiona una presecuencia de importación a mitocondria a una proteína no mitocondrial, 
la proteína de fusión generalmente transloca a mitocondrias, indicando que dicha secuencia es 
suficiente para orientar y controlar la translocación a dicha organela (Tokatlidis, 2000). Sin 
embargo, se ha demostrado que las proteínas que se pliegan en el citoplasma adquiriendo 
estructuras muy estables pueden ver restringida su translocación. Esto pone de manifiesto que 
ciertas características intrínsecas de las proteínas pueden ser cruciales para permitir que ocurra el 
proceso de transporte subcelular.  
 Las presecuencias de mayor longitud por lo general dirigen a las proteínas hacia la matriz 
mitocondrial. Aunque las presecuencias no están conservadas, se caracterizan por poseer una 
región N-terminal cargada positivamente, seguida por un segmento de naturaleza hidrofóbica en 
el caso de proteínas que se localizan en el espacio intermembrana, o con residuos cargados 
positivamente a lo largo de la secuencia completa en el caso de proteínas de matriz mitocondrial. 
                                                      
Abreviaciones utilizadas en este capítulo 
ANS: ácido 1-anilino-8-naftalensulfónico  
CD: dicroísmo circular 
FXN: Frataxina humana 
GdmCl: cloruro de guanidinio 
m-FXN56-210: forma monomérica de FXN56-210 
MPP: peptidasa de procesamiento mitocondrial 
NATA: N-acetil-L-triptofánamida 
O-FXN56-210: forma oligomérica de FXN56-210 
Rh: radio hidrodinámico 
SEC: cromatografía de exclusión molecular analítica 
TFA: ácido trifluoroacético 
TFE: trifluoroetanol 
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Se ha determinado que una de las propiedades más importantes para la translocación 
eficiente es la anfipaticidad. Esto implica que las cargas positivas y los residuos apolares siguen 
un arreglo, y por este motivo es esperable cierta coevolución de las posiciones en la secuencia. 
Prueba de esto es que un péptido con la misma composición de aminoácidos, pero con secuencia 
al azar no es funcional. Otra propiedad necesaria para que el proceso de translocación sea eficiente 
es la elevada exposición al solvente de la presecuencia. 
La importación a mitocondria requiere del desplegado de las proteínas. Las proteínas que se 
localizan en la matriz se translocan vía dos canales de membrana. El canal de membrana externa 
es rígido y tiene un diámetro de 20-26 Å. El canal localizado en la membrana interna, en cambio, 
es flexible, pero cuenta con un diámetro menor que el de la membrana externa, imponiendo 
restricciones estéricas tan importantes que incluso las proteínas más pequeñas deben desplegarse 
para pasar a través del mismo (Schwartz et al., 1999). En este sentido, Jascur et al. (1992) observaron 
que la importación del inhibidor de la tripsina pancreática bovina se ve afectada cuando los 
puentes disulfuro no se encuentran reducidos. En la misma línea, Wilcox et al. (2005) probaron 
que la importación a mitocondrias de la dihidrofolato reductasa—una proteína que se ha usado 
como modelo para estudiar el plegado in vitro e in vivo—se ve inhibida cuando la conformación 
nativa es estabilizada intracelularmente con metotrexato, un ligando de alta afinidad. Cabe 
mencionar que los mecanismos de desplegado in vitro podrían diferir de los mecanismos 
observados en el interior de la célula. 
El segmento N-terminal de la Frataxina humana 
Si bien el dominio Frataxina está altamente conservado, la secuencia N-terminal no está 
conservada entre homólogos, ni siquiera entre aquellos con alta identidad de secuencia (ver 
Capítulo 1). Dicho segmento incluye la señal de importación a mitocondria y una porción 
adicional, que son secuencialmente removidas una vez que la proteína se ha internalizado en la 
mitocondria.  
Desde la identificación de la alteración del gen X25 como la causa del desarrollo de la ataxia 
Friedreich (Campuzano et al., 1996), se ha intentado caracterizar a la proteína codificada por dicho 
gen, oportunamente denominada Frataxina—nombre que se acuñó para hacer referencia a la 
familia de proteínas con plegado similar, constituida por homólogos de muchas especies 
procariotas y eucariotas (ver Capítulo 1)—para conocer su localización subcelular y su función, a 
fin de establecer los determinantes moleculares de la enfermedad. Rápidamente se demostró que 
las Frataxinas eucariotas en general son de localización mitocondrial, y que los primeros 20 
residuos son responsables de permitir el ingreso de la proteína a la organela. La proteína fue 
hallada en diferentes tejidos humanos (músculo esquelético, corazón, cerebelo y médula espinal). 
Al analizar muestras de dichos tejidos mediante Western blot, así como de células COS-1 
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(derivadas de riñón de mono) transfectadas con el gen que codifica para el homólogo humano, se 
observaron formas de tamaño variable de la proteína, de las cuales la predominante fue la de 
~18 kDa. Esto puso en evidencia que la molécula es proteolizada para generar la variante madura, 
dado que el peso estimado de acuerdo a la secuencia para el polipéptido completo de 210 residuos 
es de ~30 kDa (Campuzano et al., 1997). Desde entonces se intentó comprender el mecanismo de 
dicho procesamiento, así como establecer cuál es forma fisiológicamente relevante de la proteína. 
No está claro si alguna porción del segmento N-terminal de la Frataxina humana (FXN), que se 
cliva durante el proceso de maduración de la proteína, posee un rol relevante a nivel fisiológico. 
Mediante ensayos de doble híbrido de levadura, Koutnikova et al. (1998) identificaron que la 
subunidad β de la MPP interacciona con la FXN. Observaron que el producto de tratar el precursor 
FXN1-210 producido in vitro con MPP de rata es una forma de ~20 kDa, compatible con uno de 
los intermediarios mayoritarios que se obtienen al analizar la maduración en células COS-1. Si 
bien no hallaron ningún sitio de corte en la secuencia de la FXN para MPP, el alineamiento de 
dicha secuencia con la correspondiente al homólogo murino—en la que sí encontraron un sitio 
canónico de corte—les permitió hipotetizar que la MPP estaría actuando entre los residuos 41 y 
42 de FXN. Al analizar la forma recombinante FXN41-210 producida en Escherichia coli, observaron 
que corre en un gel de poliacrilamida a la par del intermediario más abundante que se observa 
tras el estudio de procesamiento in vivo en células COS-1. En consecuencia, concluyen que dicha 
forma sería el intermediario más probable, y que la forma madura se obtendría mediante un 
evento adicional de proteólisis. 
Gordon et al. (1999)—cuestionando el hecho de que los primeros estudios hubiesen sido 
realizados con MPP de rata expresada en E. coli y con células COS-1 que sobreexpresan FXN—
propusieron obtener resultados más conclusivos utilizando mitocondrias purificadas de rata y 
levadura. Concluyeron que el procesamiento de la FXN ocurre en un solo paso, catalizado por la 
MPP, para generar una variante de ~18 kDa, sin observarse formas intermediarias. Sugieren 
entonces que la variante madura sería FXN42-210. Notablemente, desestiman una banda de 
~12 kDa, que adjudican a un producto generado durante la expresión in vitro. 
Estudios posteriores concluyeron que la proteína es procesada por la MPP en dos eventos 
proteolíticos (Branda et al., 1999; Cavadini et al., 2000). Dichos estudios fueron realizados in vitro, 
utilizando MPP recombinante rata y de levadura, y permitieron determinar que la FXN es 
procesada mediante dos pasos secuenciales para obtener la proteína madura: un primer corte 
convierte al precursor de ~30 kDa en un intermediario de ~19 kDa, que posteriormente es clivado 
para generar la proteína madura de ~17 kDa. La caracterización de dichos productos de 
procesamiento in vitro indicó que los cortes de la MPP ocurren entre G41 y L42 para producir la 
forma intermediaria, y entre A55 y S56, para generar la forma madura (Cavadini et al., 2000).  
Musco et al. (2000) reportaron que al expresar la variante FXN63-210, la proteína se degrada 
espontáneamente y de forma cuantitativa a la variante FXN75-210. Por su parte, Cavadini et al. 
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(2002) reportaron que la forma monomérica—y no la forma multimérica—de FXN56-210 
(considerada en aquel entonces como la forma madura de la proteína) producida de manera 
recombinante sufre proteólisis espontánea y progresiva para generar un producto de degradación 
de ~14 kDa, identificado por medio de espectrometría de masas como la variante FXN78-210. 
Mediante cromatografía de exclusión molecular y Western blot, comprobaron la existencia de la 
variante madura en forma de oligómeros solubles de variado peso molecular, así como también del 
producto de degradación de ~14 kDa, al analizar extractos totales de corazón de ratón y de 
levaduras que expresan FXN56-210. Asimismo, se reportó que la forma madura purificada sufre 
proteólisis espontánea para generar la variante FXN81-210, de 14 661 Da (Yoon et al., 2003, 2004). 
Condo et al. (2007) estudiaron el procesamiento de la FXN in vivo en células humanas HEK 
(renales) y SH-SY5Y (de neuroblastoma). Sus resultados mostraron que la forma mayoritaria de 
la FXN madura se genera mediante un corte proteolítico entre K80 y S81, dando lugar a una 
proteína de 130 residuos. Dicha variante también fue detectada en corazón humano, linfocitos y 
fibroblastos de biopsias de piel. Por su parte, la forma FXN56-210 también fue detectada in vivo, 
pero en una proporción menor; cuando se muta el sitio 80−81 (FXN R79G/K80G), la forma 
FXN56-210 se acumula, sugiriendo que dicha variante podría ser un intermediario alternativo de 
procesamiento. En contraste, Yoon et al. (2007) identificaron un mecanismo de clivaje mediado por 
la interacción con Fe2+, que da lugar a la generación de la especie FXN78-210. 
Schmucker et al. (2008) concluyeron que el procesamiento in vivo ocurre vía dos eventos 
proteolíticos secuenciales. Establecieron que el precursor FXN1-210 es clivado entre los residuos 
41 y 42, y posteriormente entre los residuos 80-81. Únicamente cuando se elimina alguno o ambos 
de dichos sitios mediante mutagénesis de los residuos involucrados en el reconocimiento de la 
MPP, es posible observar acumulación de la forma FXN56-210, que podría servir como una 
variante intermediaria alternativa, pero marginal. En tal situación, también se observa la 
formación de FXN78-210. Analizaron el patrón de variantes de FXN mediante distintas 
condiciones de corrida electroforética, y hallaron que la migración relativa en gel de 
poliacrilamida de las formas FXN56-210, FXN79-210 y la forma endógena madura depende de las 
condiciones de corrida. Esta última migra de forma atípica, pudiendo co-migrar con FXN56-210 
(SDS-PAGE 12 %, Tris/glicina). Esto podría explicar los resultados contradictorios a los que se 
había arribado hasta el momento. Asimismo, mediante experimentos de pull-down realizados en 
extractos enriquecidos en mitocondrias, demostraron que FXN42-210 y FXN81-210 interaccionan 
de igual forma con las proteínas ISCU o NFS1, indicando que el sitio de interacción con el complejo 
de formación de centros de Fe-S (ver Capítulo 1) se encuentra completamente comprendido en la 
secuencia de la proteína madura. 
Sin embargo, mediante el uso de SDS-PAGE de alta resolución y Western blot con tres 
anticuerpos distintos, Gakh et al. (2010) detectaron todas las formas de la proteína previamente 
observadas tanto en cultivos celulares como en muestras de tejidos humanos obtenidos post 
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mortem de múltiples controles sanos y de personas con ataxia de Friedreich. Sus resultados 
demuestran que FXN81-210, FXN42-210, FXN56-210 y una forma no identificada de ~14 kDa son 
producidos durante la biogénesis normal de la FXN. Asimismo, al analizar extractos de tejidos 
humanos (corazón y cerebelo) se detectó que la relación FXN81-210/FXN42-210 se encuentra 
consistentemente aumentada en portadores respecto a controles sanos, y en pacientes respecto a 
portadores. Esto pone de manifiesto la importancia de considerar no solo la concentración total 
de FXN, sino también la formación de las variantes específicas a la hora de desarrollar estrategias 
terapéuticas para la enfermedad. 
A partir de estudios de RMN de las variantes recombinante FXN56-210 y FXN45-210, se 
sugirió que la región N-terminal no presentaría estructura periódica definida, si bien por 
diferencias de las dispersiones químicas con respecto a las esperadas para un random coil no se 
puede descartar cierto grado de estructura residual (Prischi et al., 2009; Kondapalli et al., 2010).  
El N-terminal de las Frataxinas resulta de particular interés dado que se encuentra asociado 
con la capacidad de formar ensambles oligoméricos en diversos homólogos de la proteína. Existen 
reportes detallados acerca de la propensión a formar estructuras oligoméricas de los homólogos 
de Saccharomyces cerevisiae y de E. coli, así como de la variante humana. En particular, se describió 
que la interacción con hierro induce la formación de ensambles supramoleculares en los 
homólogos de S. cerevisiae (Adamec et al., 2000; Park et al., 2002; Park et al., 2003; Gakh et al., 2008; 
Soderberg et al., 2011) y de E. coli (Bou-Abdallah et al., 2004; Layer et al., 2006). Por el contrario, la 
interacción de FXN con hierro no induce la adquisición de estructura cuaternaria. 
Se ha establecido que el extremo N del homólogo de S. cerevisiae modula finamente la 
conformación del monómero y el ensamblado de la estructura cuaternaria, que consta de hasta 16 
homotrímeros y da lugar a una partícula que almacena más de 2 000 átomos de hierro (Gakh et 
al., 2002). El ensamblado de dicha variante ocurriría a través de dos reacciones de oxidación 
secuenciales: la proteína cataliza la oxidación de Fe2+, lo cual induce el primer evento de 
ensamblado, dando lugar a la formación de trímeros, y luego ocurre una reacción más lenta de 
auto-oxidación que promueve la asociación de oligómeros de mayor tamaño. De manera 
concomitante con el ensamblado, se acumula hierro en el interior a razón de 50 a 75 unidades de 
Fe2+ por subunidad. Si el hierro no es transferido a un ligando, ocurre la oxidación a Fe3+ y la 
posterior mineralización (Park et al., 2003). Sin embargo, se demostró que S. cerevisiae resulta 
viable si se imposibilita—mediante modificación genética—la oligomerización inducida por 
hierro, sugiriendo que el almacenamiento de este metal no es (al menos en ciertas condiciones) 
una función crítica de la proteína (Aloria et al., 2004; Seguin et al., 2010).  
En cuanto a la forma humana, si bien se acepta ampliamente que la forma FXN81-210 es la 
especie más abundante (Condo et al., 2007; Schmucker et al., 2008; Gakh et al., 2010), no hay 
consenso aún acerca cuál o cuáles son los intermediarios de procesamiento relevantes in vivo. Está 
bien establecido que la extensión de la región N-terminal determina la capacidad de oligomerizar 
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de la FXN, siendo la variante FXN81-210 incapaz de adoptar estructura cuaternaria. Los 
oligómeros pueden desensamblarse de forma irreversible mediante el agregado de SDS (O'Neill 
et al., 2005b). Por otro lado, como la agregación de FXN tendría lugar vía el péptido N-terminal, el 
clivado en la posición 80 podría haber sido seleccionado evolutivamente como una alternativa 
eficiente a la disminución de la tendencia de la proteína a agregar. Si bien no se conoce la 
naturaleza de los oligómeros formados por la FXN, se propuso inicialmente que su ensamblado 
sería esencial para la detoxificación del hierro (O'Neill et al., 2005b). Se sugirió que la forma 
oligomérica podría tener un rol fisiológico en la síntesis de centros de Fe-S en determinados tipos 
celulares (Gakh et al., 2010). Bajo ciertas condiciones metabólicas, un extremo N más largo—como 
el que poseen las variantes FXN42-210 o FXN56-210—podría generar formas de FXN con 
capacidad de oligomerizar. Esto resultaría en una mayor capacidad de almacenar hierro, que 
además serviría como mecanismo para evitar la acumulación del metal en la célula. 
 
Figura 2.1. Secuencia completa de la Frataxina humana. Se indican los distintos puntos de 
procesamiento de la peptidasa mitocondrial (MPP) que podrían dar lugar a la formación de la 
proteína madura (Schmucker et al., 2008), y el sitio de autoclivaje mediado por Fe2+ (Yoon et al., 
2007). Se indican los residuos con carga positiva (+) y negativa (−), y los triptofanos 
(subrayados). Además, se indica el péptido señal de importación a mitocondria (MISP) y los 
distintos elementos de estructura secundaria del dominio C-terminal.  
Asimismo, se detectaron dos isoformas adicionales de FXN que no poseen el péptido de 
localización mitocondrial, y que se expresan específicamente en cerebelo (isoforma II) y corazón 
(isoforma III). Ambas proteínas parecen ser funcionalmente relevantes y estarían implicadas en la 
ataxia de Friedreich. Interesantemente, la isoforma III carece del segmento de 47 aminoácidos 
entre las posiciones 9 y 55, asemejándola notablemente a la variante FXN56-210 (Xia et al., 2012). 
Además, en base a su perfil de expresión, se ha sugerido que FXN56-210 y la isoforma III 
comparten el mismo mecanismo de procesamiento mediado por hierro (Yoon et al., 2007).  
Mediante experimentos de resonancia magnética nuclear se detectó que el segmento 81-90 
está desestructurado en la forma monomérica madura, y que su presencia no produce ningún 
efecto en la estructura de la proteína (Prischi et al., 2009; Kondapalli et al., 2010). Sin embargo, la 
histidina que ocupa la posición 86 podría tener un rol funcional en lo que respecta a la interacción 
MPP
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tanto con hierro como con la proteína NFS1, la desulfurasa del complejo de síntesis de centros 
Fe-S (Gentry et al., 2013), hecho que pone de manifiesto la complejidad de las relaciones entre la 
secuencia y la función biológica. 
Autoensamblado 
Al sobreexpresar la variante FXN56-210 en E. coli se observa la formación de oligómeros. 
Aproximadamente dos tercios de la proteína adopta una conformación de homo polímero estable 
de muy alto peso molecular (Cavadini et al., 2002; Prischi et al., 2009; Faraj et al., 2013). Además, 
los ensambles supramoleculares de la FXN se han aislado de mitocondrias de músculo cardíaco 
humano (O'Neill et al., 2005a), por lo que no podemos descartar completamente un rol fisiológico 
del oligómero. Por otro lado, las variantes recombinantes de FXN81-210 y FXN90-210 no tienen 
capacidad de oligomerizar en buffers fisiológicos, y su comportamiento hidrodinámico, 
corresponde al esperado para un monómero (ver Capítulo 3). Por lo tanto, la evidencia 
experimental en conjunto indica que el segmento N-terminal es un elemento estructural crítico 
para el ensamblado del multímero de alto peso molecular.  
El origen del fenómeno de autoensamblado de la FXN, así como las condiciones 
fisicoquímicas que favorecen el proceso de oligomerización, sigue siendo desconocido. En este 
contexto encaramos el estudio de la homo-oligomerización de la FXN, indagando sobre la 
importancia de las superficies involucradas en el proceso, y si los estados competentes para la 
oligomerización se asemejan al estado nativo o no (Dayhoff et al., 2010; Schulz, 2010).  
En este capítulo hacemos hincapié en el rol específico de la región N-terminal en el proceso 
de oligomerización in vitro. Sugerimos que el segmento N-terminal podría participar en la 
estabilización de un estado competente para la oligomerización, estableciendo interacciones 
cruciales que pueden eliminarse mediante proteólisis controlada o mediante el agregado de bajas 
concentraciones de agente caotrópico. Trabajamos con la variante extendida N-terminal 
FXN56-210, en sus formas monomérica (m-FXN-56-210) y oligomérica (O-FXN56-210), y con la 
variante FXN90-210, como modelo de la proteína silvestre. En conjunto, nuestros resultados 
aportan a comprender la naturaleza de la estructura cuaternaria de la FXN. 
Obtención de la variante extendida N-terminal FXN56-210  
Al expresar FXN56-210 en E. coli, aproximadamente el 80 % de la proteína obtenida forma un 
oligómero de alto peso molecular, y el resto permanece en forma monomérica. Nuestro método 
de purificación (ver Apéndice B) nos permite separar ambas fracciones en condiciones nativas. 
Mediante una cromatografía de intercambio iónico con dietilaminoetil celulosa DE52 logramos 
retener toda la proteína monomérica presente en el lisado bacteriano y solamente una fracción de 
aquella presente en forma oligomérica.  
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Las proteínas que quedan retenidas son eluídas mediante un gradiente lineal de NaCl. 
Observamos una población que eluye a baja fuerza iónica (NaCl 50 a 250 mM) y otra a alta fuerza 
iónica (NaCl 250 a 600 mM). El análisis posterior de estas fracciones indicó que efectivamente se 
trata de FXN56-210 en estado monomérico y multimérico, respectivamente. A la fracción que 
eluye con baja fuerza iónica se le realiza un paso de cromatografía de exclusión molecular con 
Sephadex G-100 para obtener el monómero de la variante FXN56-210 (m-FXN56-210) con una 
pureza del 99 % y un rendimiento de ~50 mg por litro de cultivo. Si bien dicha fracción sufre 
proteólisis espontánea, observamos que permanece inalterada durante varios días a 4 °C en buffer 
Tris·HCl 20 mM, NaCl 100 mM, EDTA 1 mM, pH 7.0. 
La fracción no retenida del primer paso cromatográfico queda libre de la mayor parte de las 
proteínas presentes originalmente en la solución, incluyendo la forma m-FXN56-210. Mediante 
cromatografía de exclusión molecular con Sephadex G-100 logramos separar la forma oligomérica 
de la FXN56-210 (O-FXN56-210), que eluye en el volumen muerto de la columna, de los demás 
componentes de la mezcla, obteniéndola con una pureza del 95 % y un rendimiento de ~300 mg 
por litro de cultivo. Previo al último paso cromatográfico se incuba la solución con DNAsa I para 
evitar que la fracción recolectada en el volumen muerto contenga ácidos nucleicos (aquellos que 
no quedan retenidos en el primer paso cromatográfico). Dicha fracción es estable y puede 
conservarse a 4 o 20 °C en buffer Tris·HCl 20 mM, NaCl 100 mM, EDTA 1 mM, pH 7.0, sin 
observarse degradación, precipitación, ni pérdida del estado oligomérico. 
En ambos casos, las proteínas purificadas fueron analizadas mediante espectrometría de 
masa, obteniéndose el valor esperado para el peso molecular de un monómero FXN56-210 
(17 255 Da). Observamos que esta variante, a diferencia de la variante silvestre, pierde la 
metionina inicial al ser expresada en E. coli. 
Análisis del comportamiento hidrodinámico 
Para analizar el estado de oligomerización de FXN56-210, estudiamos el comportamiento 
hidrodinámico mediante cromatografía de exclusión molecular analítica (SEC), según se describe 
en el Apéndice C. Los experimentos se realizaron utilizando una columna de exclusión molecular 
Superose 12 (Pharmacia) acoplada a una bomba de HPLC. La columna se calibró periódicamente 
inyectando una mezcla comercial de proteínas globulares de peso molecular (PM) conocido, y se 
halló la recta que mejor ajusta a los datos de volumen de elución en función del valor del radio 
hidrodinámico (Rh)—obtenido a partir del PM, mediante una relación empírica (Uversky, 1993)—
que fue utilizada para estimar el valor de Rh de las proteínas estudiadas a partir del volumen en 
que eluyen de la columna. Observamos que la variante O-FXN56-210 eluye en el volumen de 
exclusión (Vo) de la columna utilizada, indicando el alto peso molecular (> 2 000 kDa) de la forma 
multimérica (Figura 2.2A).  
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Figura 2.2. Corridas cromatográficas de las variantes de FXN. (A) Perfiles de exclusión de las 
variantes FXN90-210 y FXN56-210 obtenida en forma monomérica y oligomérica. Se observa 
que la variante extendida, que cuenta con 34 residuos adicionales, es ligeramente más 
expandida que la silvestre. (B) Efecto del NaCl sobre el volumen de exclusión. Se presenta el 
valor de Rh calculado para FXN90-210 y FXN56-210 en función de la concentración de NaCl en 
el buffer de corrida. Se utilizó una columna Superose 12 (Pharmacia), equilibrada con buffer 
Tris·HCl 20 mM, NaCl 100 mM, EDTA 1 mM, pH 7.0, a temperatura ambiente y con un flujo 
de 0.3 ml min–1. La elución de las proteínas fue seguida por absorbancia a 280 nm. 
Por otro lado, al igual que la forma madura FXN81-210 (Prischi et al., 2009), FXN90-210 se 
presenta exclusivamente como un monómero en solución acuosa. Asimismo, en NaCl 100 mM el 
volumen de elución de FXN90-210 es ligeramente menor que el esperado para una proteína 
globular de su peso molecular. Esto se corrige a mayores concentraciones de NaCl (Figura 2.2B), 
indicando que podría ocurrir algún efecto electrostático debido a la naturaleza ácida de la 
superficie de la FXN, que favorecería la exclusión de la proteína de la matriz, tal como fue 
observado para otras proteínas estudiadas por exclusión molecular (Kopaciewicz et al., 1982; 
Golovchenko et al., 1992; Kamberi et al., 2004). Dicho fenómeno es menos evidente en el caso de la 
forma monomérica de la variante FXN56-210, posiblemente debido a que la extensión N-terminal 
(residuos 56 a 89) posee un conjunto de cargas positivas (Figura 2.1) que podrían compensar 
parcialmente la densidad de carga negativa aportada por el parche aniónico. 
A continuación, nos preguntamos si a bajas concentraciones de agente caotrópico se induce 
el desensamblado del multímero. Al inyectar O-FXN56-210 (entre 50 y 80 µM) preincubado con 
GdmCl 1.5 M en el sistema de SEC, equilibrado en buffer con GdmCl 1.5 M, la proteína adquirió 
conformación monomérica (Figura 2.3B), pero ligeramente expandida con respecto a la variante 
silvestre, tal como lo revela el menor volumen de exclusión. 
Posteriormente, evaluamos si al remover el agente caotrópico ocurre el reensamblado 
espontaneo de la forma oligomérica. Incubamos O-FXN56-210 durante 16 horas en GdmCl 1.5 M, 
seguido de diálisis durante 36 horas contra buffer Tris·HCl 20 mM, NaCl 100 mM, EDTA 1 mM, 
pH 7.0 a 4 °C, con un cambio de buffer a las 24 horas. Finalizada la diálisis, las muestras fueron 
centrifugadas a 21 000 g durante 20 minutos a 4 °C para eliminar posibles agregados insolubles. 
Luego de este tratamiento, evidenciamos la reasociación de FXN56-210 en un multímero de alto 
A B 
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peso molecular (Figura 2.3D). Sin embargo, una fracción de las moléculas permanecen como 
monómero, indicando la complejidad y falta de completitud el proceso de oligomerización.  
De manera similar, cuando O-FXN56-210 fue incubada en GdmCl 1.5 M durante 16 horas, e 
inyectada en el sistema de SEC equilibrado en buffer sin GdmCl, obtuvimos cantidades 
significativas de las formas monomérica (Rh = 18.6 ± 0.1 Å) y oligomérica (Rh > 90 Å). A pesar de 
la rápida dilución que sufre la muestra, bajo estas condiciones cerca del 60 % de la proteína es 
capaz de formar el oligómero (Figura 2.3). La fracción remanente eluye en un volumen coincidente 
con m-FXN56-210 (Figura 2.3, panel superior). Mediante espectroscopia de masa pudimos 
confirmar que la muestra de proteína no experimenta proteólisis durante los procedimientos 
descriptos. Esto es particularmente importante debido a la conocida labilidad de esta variante en 
el estado monomérico (O'Neill et al., 2005a). 
En conjunto, estos resultados indican que el extremo N de la proteína contiene en su secuencia 
la información para promover las interacciones intermoleculares necesarias para la formación de 
la forma oligomérica. Asimismo, descartamos que el proceso de oligomerización requiera de la 
interacción de la FXN con otras proteínas o con otras macromoléculas (lípidos, ácidos nucleicos o 
polisacáridos). Sin embargo, al igual que durante la expresión en E. coli, la multimerización in vitro 
no es un proceso completamente eficiente. 
 
Figura 2.3. Ensamblado in vitro del multímero de FXN56-210. (A) Perfil de exclusión de 
O-FXN56-210 y m-FXN56-210. Para lograr el desensamblado del multímero, O-FXN56-210 fue 
incubada durante 16 horas en GdmCl 1.5 M. Dicha solución fue inyectada en la columna 
equilibrada en presencia (B) o ausencia (C) de GdmCl 1.5 M, o (D) dializada contra buffer sin 
caótropo y posteriormente analizada mediante SEC. Se utilizó una columna Superose 12 
(Pharmacia), equilibrada con buffer Tris·HCl 20 mM, NaCl 100 mM, EDTA 1 mM, pH 7.0, a 
temperatura ambiente y con un flujo de 0.3 ml min–1. La elución de las proteínas fue seguida 
por absorbancia a 280 nm. 
––––––––—––——––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––—–————–––––––––––––––––––—–––––– 
58│ 
Caracterización espectroscópica de FXN56-210  
Para investigar el contenido de estructura secundaria y terciaria de O-FXN56-210, 
comparamos los espectros de dicroísmo circular de ambas conformaciones de FXN56-210 con los 
de FXN90-210 (Figura 2.4). Las principales señales de CD en la región del UV-lejano de 
O-FXN56-210 son muy similares a las de la variante silvestre, si bien a 230 nm la absorción de luz 
dicroica por parte de residuos aromáticos podría contribuir al espectro de FXN90-210 (Figura 
2.4A). Correspondientemente, el espectro de CD en el UV-cercano de la variante silvestre muestra 
un incremento en bandas finas que puede asociarse a la presencia de residuos aromáticos con un 
entorno estructurado (Figura 2.4B). El descenso en la intensidad de las señales en el este rango 
para O-FXN56-210 podría reflejar cambios en el entorno cercano de las cadenas laterales de los 
triptofanos, las tirosinas y las fenilalaninas, o diversidad conformacional entre subunidades. Estos 
resultados podrían ser compatibles con cambios en la estructura terciaria del dominio Frataxina, 
incluyendo la estabilización de una conformación de tipo molten globule en el contexto del 
oligómero. 
En el caso de la variante m-FXN56-210, el espectro de CD en el UV lejano es prácticamente 
superponible al observado para la variante silvestre, incluyendo la contribución de los residuos 
aromáticos a la banda de 230 nm (Figura 2.4A). De igual manera, el espectro en el UV cercano del 
monómero se asemeja más al de la variante FXN90-210 que al de O-FXN56-210 (Figura 2.4B). La 
diferencia espectral entre las variantes oligomérica y monomérica de FXN56-210 (señal del 
oligómero menos señal del monómero) sugiere la adquisición de estructura secundaria adicional 
en el contexto del oligómero. Además, la menor señal medida por debajo de los 208 nm para 
m-FXN56-210 en comparación con el oligómero, podría ser indicativa de la contribución de la 
conformación random coil del segmento N-terminal al espectro de la primera. 
         
Figura 2.4. Espectros de CD de las variantes de FXN. Espectros en las regiones del (A) 
UV-lejano y (B) UV-cercano. En (A) se muestran los espectros de cada variante y el espectro 
diferencia (oligómero menos monómero). Los experimentos fueron realizados a 25 °C, en buffer 
Tris·HCl 20 mM, NaCl 100 mM, EDTA 1 mM, pH 7.0. 
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El espectro de fluorescencia de O-FXN56-210 y FXN90-210 muestran longitudes de onda de 
máxima emisión similares (Figura 2.5A). Sin embargo, el primero exhibe mayor quenching, 
probablemente debido a su estado multimérico. De la misma manera, para ambas variantes la 
cuarta derivada del espectro de absorción es superponible (Figura 2.5B). En particular, las bandas 
correspondientes a triptofanos están ligeramente corridas a la derecha: 292.8 y 285.7 nm para 
FXN56-210, y 292.6 y 285.5 nm para FXN90-210. En comparación, el N-acetil-triptofanamida 
(NATA)—un compuesto modelo de triptófano libre, completamente expuesto al solvente—
muestra bandas a 289.1 y 282.1 nm. Para ambas variantes, estos datos indican un entorno apolar 
para este residuo aromático. 
     
Figura 2.5. Caracterización espectroscópica de las variantes de FXN. (A) Espectro de emisión 
de fluorescencia de triptofanos (excitación a 295 nm) de las variantes en estado nativo (N) y en 
presencia de GdmCl 4 M (U). (B) Cuarta derivada del espectro de absorción UV. (C) Emisión 
de fluorescencia de ANS (50 µM, excitación a 350 nm) en presencia de FXN90-210 y FXN56-210 
en las formas monomérica (m-FXN56-210) y multimérica (O-FXN56-210). Los experimentos 
fueron realizados a 25 °C, en buffer Tris·HCl 20 mM, NaCl 100 mM, EDTA 1 mM, pH 7.0. 
La existencia de superficies hidrofóbicas expuestas al solvente en FXN56-210 fue puesta en 
evidencia por la unión al ácido 1-anilinonaftalen-8-sulfónico (ANS), como se describe en el 
Apéndice D. La Figura 2.5C muestra que la sonda es capaz de unirse a O-FXN56-210 y, en menor 
medida, a m-FXN56-210, en tanto que no interactúa con la variante silvestre FXN90-210.  
Flexibilidad conformacional del oligómero 
La menor magnitud de las señales de CD en la región del UV-cercano observadas para el 
oligómero, en comparación con la variante silvestre, podría atribuirse a un entorno menos rígido 
alrededor de los cromóforos aromáticos. Asimismo, la significativa unión de ANS a O-FXN56-210 
indica la aparición de parches hidrofóbicos expuestos al solvente en el ensamble cuaternario. 
Ambas observaciones podrían indicar que la proteína no se encuentra correctamente plegada en 
el contexto del oligómero. Para investigar dicha posibilidad, recurrimos a experimentos de 
proteólisis controlada seguidos por SDS-PAGE y SEC (ver Apéndice C). Observamos que tras la 
incubación con tripsina en relación 1:100 (en masa), O-FXN56-210 se desensambla 
––––––––—––——––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––—–————–––––––––––––––––––—–––––– 
60│ 
concomitantemente con la aparición de una especie de 14 267 Da—tal como se verificó mediante 
espectrometría de masas—que corresponde a la forma FXN81-210 (Figura 2.1). La proteólisis no 
prosigue más allá de dicha variante (Figura 2.6), indicando que el domino FXN se encuentra bien 
plegado. La resistencia a la proteólisis es una característica distintiva del estado nativo de la 
variante FXN90-210, lo cual sugiere que la porción N-terminal de la variante FXN56-210 se 
encuentra solo parcialmente estructurada. De manera similar, la variante FXN90-210 posee 
limitada susceptibilidad a la proteólisis, resultando en un único corte en el residuo Y205 tras 4 
horas de incubación con quimotripsina (ver Capítulo 3). 
 
Figura 2.6. Proteólisis limitada de las variantes de FXN. FXN90-210 y O-FXN56-210 fueron 
tratadas con tripsina en relación 1:100 (proteasa a proteína). Los productos de proteólisis 
fueron analizados mediante (A) SDS-PAGE y (B) SEC. La integridad de la estructura covalente 
de las muestras de proteína fue analizada mediante espectrometría de masas. (A) Se separaron 
alícuotas a diferentes tiempos y la reacción se detuvo agregando buffer de siembra para 
SDS-PAGE y congelando a −20 °C. (B) Perfiles de exclusión molecular de los productos de la 
reacción de proteólisis a distintos tiempos. Las muestras fueron inyectadas directamente en el 
sistema de SEC. En el panel inferior se presentan los perfiles de FXN90-210 y m-FXN56-210. Se 
utilizó una columna Superose 12 (Pharmacia), equilibrada con buffer Tris·HCl 20 mM, NaCl 
100 mM, EDTA 1 mM, pH 7.0, a temperatura ambiente y con un flujo de 0.3 ml min–1. La elución 
de las proteínas fue seguida por absorbancia a 280 nm. 
Desensamblado del oligómero 
Para investigar la estabilidad de la conformación de la variante FXN56-210 estudiamos su 
desplegado inducido por GdmCl (Figura 2.7). En particular, evaluamos la cooperatividad de la 
transición observada por (i) la magnitud observada para el parámetro mN⇌U, que devela la 
dependencia de la diferencia de energía libre de desplegado con la concentración de 
desnaturalizante, y (ii) el valor extrapolado de ΔG°N⇌UH2O , midiendo la estabilidad de FXN56-210 en 
comparación con la variante FXN90-210. 
Para estudiar el grado de expansión y agregación de las distintas variantes se determinó el Rh 
mediante cromatografía de exclusión molecular en presencia o en ausencia de GdmCl. El 
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experimento de SEC nos permitió distinguir la existencia de dos fenómenos separados: por un 
lado, el desensamblado del oligómero, que es un proceso no completamente reversible a juzgar 
por la reasociación parcial luego de la diálisis, y por el otro, el subsecuente desplegado en 
equilibrio—seguido por el cambio en el valor de Rh en función de la concentración de agente 
caotrópico—de la especie monomérica (ver más adelante). 
 
Figura 2.7. Desplegado químico de las variantes de FXN. El desplegado se siguió mediante 
cambios en la (A) señal de CD a 220 nm, (B) emisión de fluorescencia de triptofanos a 320 nm 
(excitación a 295 nm), (C) emisión de fluorescencia de ANS a 480 nm (excitación a 350 nm) y 
(D) el valor de Rh obtenido mediante SEC (Figura 2.9). Las muestras fueron incubadas en 
concentraciones variables de GdmCl según se observa en la figura, durante 16 horas antes de 
realizar las mediciones experimentales. Las concentraciones de las soluciones de trabajo de 
GdmCl fueron determinadas mediante refractometría. (D) Para las estimaciones de Rh 
mediante SEC se realizó una curva de calibración (log Rh vs. VE) con proteínas de Rh conocido 
(ver Apéndice C). Se utilizó una columna Superose 12 (Pharmacia), equilibrada con 
concentraciones variables de GdmCl, a temperatura ambiente y con un flujo de 0.3 ml min−1. 
La elución de las proteínas se siguió por absorbancia a 280 nm. Los experimentos fueron 
realizados a 25 °C, en buffer Tris·HCl 20 mM, NaCl 100 mM, EDTA 1 mM, pH 7.0. 
Se realizaron corridas cromatográficas de O-FXN56-210 en diferentes concentraciones de 
GdmCl, según se describe el Apéndice C. Observamos que al tratar O-FXN56-210 con GdmCl 1.0 M, 
más del 50 % del oligómero se disocia en un monómero caracterizado por un Rh de 20.5 ± 0.1 Å 
(Figura 2.7D), esencialmente idéntico al predicho para una especie globular con la masa molecular 
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de FXN56-210, Rh = 20.3 Å (Uversky, 1993), y ligeramente mayor al medido para FXN90-210 
(Rh = 18.9 ± 0.1 Å) en NaCl 1.0 M (Figura 2.2B). Además, en GdmCl 1.0 M, ocurre un ligero, pero 
significativo aumento en la fluorescencia de triptofanos, y un corrimiento al rojo de la longitud de 
onda de máxima emisión (Figura 2.8A), probablemente indicando una perturbación en el entorno 
muy empacado de estos residuos aromáticos. Este no es el caso para FXN90-210. Naturalmente, 
en este rango de concentraciones de GdmCl los cambios espectroscópicos podrían estar 
gobernados por los cambios en el estado oligomérico de la proteína. En línea con esto, en GdmCl 
1.5 M prácticamente todas las moléculas se encuentran en forma monomérica (Figura 2.7D). La 
presencia del oligómero o de especies parcialmente plegadas en el ensamble conformacional de 
FXN56-210 son reveladas por la unión de ANS. En contraste, en todas las concentraciones de 
GdmCl ensayadas, FXN90-210 no une este fluoróforo (Figura 2.7C). 
 
Figura 2.8. Desplegado químico en equilibrio de O-FXN56-210 seguido por fluorescencia de 
triptofanos. Espectros de emisión de fluorescencia de triptofanos (excitación a 295 nm). A lo 
largo de la reacción se aprecia (A) un incremento en la fluorescencia con un pequeño 
corrimiento en longitud de onda, (B) un descenso de la intensidad con un importante 
corrimiento al rojo de la longitud de onda de emisión, y (C) estabilización en valores de 
intensidad cercanos a los de la variante en ausencia de GdmCl, pero a mayor longitud de onda 
de emisión. Las muestras fueron incubadas durante 16 horas a temperatura ambiente con 
concentraciones variables de GdmCl. Los experimentos fueron realizados a 25 °C, en buffer 
Tris·HCl 20 mM, NaCl 100 mM, EDTA 1 mM, pH 7.0. 
En otro sentido, se observa un aumento significativo en el volumen de elución de la fracción 
monomérica de FXN56-210 en concentraciones entre 1 y 2 M de GdmCl, compatible con la 
expansión de la molécula: los valores de Rh derivados son 22.6 ± 0.2 y 24.0 ± 0.1 Å, para 1.5 y 2.2 M, 
respectivamente. Dado que la perturbación en el volumen de elución en este rango de 
concentraciones de GdmCl es mucho menos evidente en el caso de FXN90-210, sugerimos que los 
cambios observados podrían estar relacionados al aumento en la solvatación del segmento 
N-terminal de 34 residuos de longitud, aunque deberían realizarse más experimentos para 
clarificar este punto. La integridad de todas las especies fue analizada mediante espectrometría 
de masas luego de una incubación de 16 horas en GdmCl 1.0, 1.5 y 2.0 M, sin detectarse proteólisis. 
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A mayores concentraciones de GdmCl (2 a 3 M), se observa un cambio mayor en el volumen 
de elución de ambas variantes (Figura 2.7D). Esto representa una evolución progresiva en el 
volumen de elución dando lugar a picos muy agudos, y valores de Rh que no corresponden al 
esperado para los estados nativo ni completamente desplegado. Por ejemplo, en GdmCl 2.6 M, los 
valores de Rh para la fracción monomérica de FXN56-210 y FXN90-210 son 29.0 ± 0.1, y 25.0 ± 0.1 Å, 
respectivamente (Figura 2.7D). Por otro lado, los valores de Rh observados para FXN56-210 y 
FXN90-210 en GdmCl 4.0 M son 33.4 ± 0.1 y 30.0 ± 0.1 Å, respectivamente. Este resultado es 
consistente con el desplegado inducido por GdmCl, que coexiste en equilibrio rápido con el estado 
nativo. Las transiciones conformacionales observadas para cada variante entre 2 y 3 M de GdmCl 
se superponen bien, exhibiendo tendencias comunes: descenso en la señal de CD en el UV-lejano 
(Figura 2.7A) y en la intensidad de fluorescencia de triptofanos, el último también asociado a un 
importante corrimiento al rojo de la longitud de onda de máxima emisión (Figura 2.7B). Este 
resultado es compatible con un cambio conformacional mayor en la estructura terciaria y 
secundaria. Nuestra interpretación global de los resultados de SEC y espectroscópicos en el rango 
de GdmCl 2-3 M indica la existencia de una transición dominada por el desplegado de la forma 
monomérica de FXN56-210 (Figuras 2.7 y 2.8).  
  
Figura 2.9. Desplegado químico de las variantes de FXN seguido por el cambio en el valor 
de Rh. Experimentos de desplegado en equilibrio de FXN56-210 (A) y FXN90-210 (B). Las 
muestras fueron incubadas durante 16 horas a temperatura ambiente con concentraciones 
variables de GdmCl antes de ser inyectadas en el sistema de SEC. Se utilizó una columna 
Superose 12 (Pharmacia), equilibrada con buffer Tris·HCl 20 mM, NaCl 100 mM, EDTA 1 mM, 
pH 7.0, conteniendo GdmCl en la misma concentración en que se encontraba la muestra de 
proteína, a temperatura ambiente y con un flujo de 0.3 ml min–1 (excepto a altas 
concentraciones de GdmCl, que debieron realizarse a flujo de 0.2 ml min–1 debido al 
incremento de la presión). La elución de las proteínas fue seguida por absorbancia a 280 nm. 
La interpretación de este cuerpo de resultados puede ser sencilla si se asume un modelo en el 
que las especies presentes son el oligómero y el monómero, en conformación nativa y desplegada. 
Desafortunadamente, la irreversibilidad parcial observada para el proceso de disociación del 
oligómero que tiene lugar en el rango de concentraciones de GdmCl 0−1 M (Figura 2.9), nos 
impidió realizar un tratamiento termodinámico riguroso de parte de los datos experimentales. 
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Debe tenerse en cuenta que los cambios observados en relación a la transición mayor (que ocurre 
en el rango de concentraciones de GdmCl 1.5−3.0 M) son reversibles e implican únicamente a la 
forma monomérica. Por lo tanto, pudimos calcular los parámetros termodinámicos para las 
variantes FXN56-210 y FXN90-210 (Tabla 2.1). 
TABLA 2.1. PARÁMETROS TERMODINÁMICOS OBTENIDOS DE UN AJUSTE DE UN MODELO DE DOS ESTADOS A LOS 
DATOS DE DESPLEGADO EN EQUILIBRIO, INDUCIDO POR CLORURO DE GUANIDINIO, SEGUIDO POR CD A 220 NM Y 
EMISIÓN DE FLUORESCENCIA DE TRIPTOFANOS A 335 NM. 
 Fluorescencia CD 
Variante ΔΔG°N⇌UH2O  
(kcal mol–1) 
mN⇌U.  * 
(kcal mol−1 M−1) 
Cm N⇌UH2O  
(M) 
ΔΔG°N⇌UH2O  
(kcal mol–1) 
mN⇌U.  * 
(kcal mol–1 M–1) 
Cm N⇌UH2O  
(M) 
FXN90-210 — 2.9 2.3 ± 0.1 — 2.9 2.3 ± 0.1 
O-FXN56-210  −0.3 ± 0.2 2.8 ± 0.3 2.3 ± 0.2 −0.6 ± 0.8 2.8 ± 0.4 2.3 ± 0.3 
m-FXN56-210  −0.2 ± 0.5 2.9 ± 0.3 2.2 ± 0.4 −0.4 ± 0.2 2.9 ± 0.4 2.2 ± 0.3 
Los experimentos fueron realizados a 25 °C, en buffer Tris·HCl 20 mM, NaCl 100 mM, EDTA 1 mM, pH 7.0. 
* El parámetro mN⇌U es la dependencia de ΔG°N⇌UH2O  con la concentración de agente desnaturalizante. Para el ajuste de 
la variante FXN90-210 se utilizó el valor del parámetro mN⇌U.  predicho para el desplegado inducido por GdmCl de 
una proteína globular de su peso molecular: 2.9 kcal mol−1 M−1 (Myers et al., 1995). Los valores para ambas 
conformaciones de FXN56-210 fueron obtenidos del ajuste no lineal del modelo a los datos que se presentan en la 
Figura 2.7. 
La curva de desplegado correspondiente a m-FXN56-210—purificado en esa conformación 
tras la expresión en E. coli—es esencialmente superponible a la observada para la variante 
purificada en la conformación oligomérica (Figura 2.7 A y B). Independientemente de la fuente de 
obtención, una vez que FXN56-210 adopta el estado monomérico, se despliega con una diferencia 
de energía libre similar a la de FXN90-210. 
La caracterización de FXN56-210, que incluye espectroscopia de absorción UV, CD y 
fluorescencia, y el estudio del comportamiento hidrodinámico, indican que la forma multimérica 
se encuentra estructurada y que sus monómeros constituyentes presentan un desplegado 
cooperativo que no varía significativamente del de FXN90-210 (Tabla 2.1), con un valor para el 
parámetro mN⇌U.  (2.8 ± 0.3 kcal mol–1 M–1) igual al esperable para el dominio plegado C-terminal. 
Esto sugiere fuertemente que en el rango de concentraciones de GdmCl 1.5−3 M, que corresponde 
a la transición de desplegado, el segmento N-terminal no se encuentra correctamente 
empaquetado con el resto de la molécula (dominio FXN) porque el valor predicho para el valor 
mN⇌U.  de una proteína globular de este tamaño es de ~3.8 kcal mol–1 M–1 (Myers et al., 1995), un 
valor considerablemente mayor que el obtenido experimentalmente.  
Análisis de la estructura del péptido FXN56-81 
Los estudios en los que se determinó la estructura tridimensional de la FXN solo han aportado 
información acerca del domino FXN90-210 (Dhe-Paganon et al., 2000; Musco et al., 2000). Si bien 
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se ha reportado que la prolongación N-terminal (residuos 56 a 81) no está estructurada en el 
contexto de la proteína monomérica (Prischi et al., 2009), podría poseer cierto grado de plegado a 
juzgar por la propensión a formar estructura secundaria de los residuos 54, 58, 60, 62, 66, 69 y 70 
observada en experimentos de RMN (Kondapalli et al., 2010). Sin embargo, el fragmento 
N-terminal es responsable de la adquisición y estabilización de la estructura supramolecular. En 
base a estas observaciones, surge la posibilidad de que en el contexto de la forma oligomérica de 
la proteína, dicha región adquiera cierto grado de estructura.  
Decidimos estudiar la propensión del segmento N-terminal, representado por el péptido 
FXN56-81 de secuencia SSNQRGLNQIWNVKKQSVYLMNLRKS, a adquirir estructura 
secundaria en forma aislada. El péptido fue sintetizado (GenScript) y purificado mediante HPLC 
de fase reversa utilizando una columna semipreparativa C18 (Rainin Dynamax), equilibrada en 
ácido trifluoroacético 0.05 % (acuoso). La elución fue realizada con un gradiente lineal de 
acetonitrilo 30 a 45 %, ácido trifluoroacético 0.05 %. Las fracciones conteniendo péptido 
(acetonitrilo 31 %), con una pureza de ~98 %, fueron liofilizadas. La masa molecular del péptido 
fue determinada luego de la purificación mediante espectroscopia de masas. La concentración del 
péptido fue calculada midiendo absorbancia a 280 nm, utilizando un coeficiente de extinción 
molar de 6 990 M−1 cm−1.  
Se prepararon soluciones de péptido FXN56-81 30 µM en buffer fosfato de sodio 20 mM. 
Asimismo, se prepararon soluciones idénticas con 2,2,2-trifluoroetanol (TFE) al 0, 10, 20 y 30 %, o 
con SDS al 0.5, 1.0, 2.0, y 2.5 %. Se tomaron espectros de CD en el UV lejano (185 a 250 nm) y de 
fluorescencia entre 305 y 450 nm. A juzgar por la forma del espectro de CD en el UV-lejano, el 
péptido sintético FXN56-81 es desestructurado en forma aislada (Figura 2.10A). Sin embargo, 
luego de incubarlo con el cosolvente TFE, el espectro de CD en el UV-lejano se vuelve compatible 
con el de una hélice α, tal como lo indican la aparición de bandas negativas a 208 y 220 nm (Figura 
2.10A). La elipticidad observada en presencia de TFE 30 % es aproximadamente 37 % de la señal 
total esperada para una hélice α completa. 
Adicionalmente, analizamos si el detergente SDS logra estabilizar la estructura. En presencia 
de SDS (0.5−2.0 mM), los espectros se caracterizan por una única banda negativa a 216 nm, una 
característica compatible con la existencia de hojas b (Figura 2.10B). Es notable que en el caso del 
péptido sintético correspondiente a la hélice α anfifílica C-terminal de FXN (residuos 181−195), el 
SDS es capaz de estabilizar la conformación helicoidal (Roman et al., 2010). 
Aprovechando la presencia del W66 en FXN56-81, también estudiamos la emisión de 
fluorescencia en TFE o SDS para establecer si este residuo es capaz de sensar cambios en el entorno 
químico (Figura 2.10C). En ausencia de cosolvente, la máxima intensidad de emisión de 
fluorescencia se observa a una longitud de onda de 351 nm, indicando que el fluoróforo se halla 
en un entorno apolar. Por otro lado, ambos cosolventes (TFE y SDS) producen corrimientos 
significativos hacia el azul (4 y 19 nm, respectivamente). Como control, estudiamos la emisión de 
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fluorescencia de NATA bajo las mismas condiciones experimentales. Claramente, el cambio en el 
entorno de W66 depende del contexto polipeptídico que provee el péptido FXN56-81, dado que 
prácticamente no se observan cambios para NATA. La presencia de SDS provoca una dramática 
extinción de la fluorescencia, acompañada por el corrimiento del espectro. Este comportamiento 
podría ser consecuencia de la interacción del SDS con la cadena lateral de los triptofanos, además 
de una alteración del entorno producto de un cambio inducido por SDS en la conformación del 
péptido. Estos resultados concuerdan con la noción de que el segmento N-terminal podría 
adquirir una conformación estructurada al interactuar con superficies apolares proteicas de 
FXN56-210, o incluso con otras contrapartes proteicas en la célula. 
        
Figura 2.10. Adquisición de estructura del péptido FXN56-81. El péptido sintético FXN56-81 
fue incubado con diferentes concentraciones de TFE (A y C) o SDS (B y C). Se adquirieron 
espectros de CD en el UV-lejano (A y B) y fluorescencia (C). En el panel (C) se utilizó TFE 30 % 
y SDS 2.0 mM. Se incluyó NATA como compuesto de referencia. Los experimentos fueron 
realizados en buffer Tris·HCl 20 mM, NaCl 100 mM, EDTA 1 mM, pH 7.0. a 25 °C. 
Interacción entre la Frataxina humana y el péptido FXN56-81  
Para establecer si el péptido FXN56-81 es capaz de interactuar con FXN, adquiriendo 
estructura como consecuencia de dicha interacción, evaluamos los cambios en el espectro de CD 
en el UV-lejano como resultado de la mezcla del péptido con FXN90-210.  
Preparamos soluciones de péptido FXN56−81 15 µM, proteína FXN90-210 15 µM y la mezcla 
equimolar de FXN56-81 y FXN90-210 (15 µM de cada uno), en buffer Tris·HCl 20 mM, NaCl 
100 mM, pH 7.0. Luego de incubar durante 1 hora a temperatura ambiente, se tomaron espectros 
de CD en el UV-lejano de las tres muestras. El espectro de la mezcla de FXN56-81 y FXN90-210 
fue comparado con la suma de los espectros individuales de cada especie aislada. Bajo estas 
condiciones, no se detectaron cambios en las señales de CD, en concordancia con un reporte que 
indica la ausencia de desplazamientos químicos para los residuos 56−80 en el contexto de la 
variante m-FXN56-210, compatible con un random coil (Prischi et al., 2009). Interesantemente, 
cuando el péptido FXN56-81 y FXN90-210 son coincubadas (en relación molar 10:1, 
péptido:proteína) con el colorante ANS, se observa un incremento en la fluorescencia a 480 nm 
(Figura 2.11).  
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Figura 2.11. Interacción de ANS con FXN. Espectros de emisión de fluorescencia de ANS 
(50 µM, excitación a 350 nm) incubado con la junto la variante FXN90-210 (5 µM), el péptido 
FXN56-81 (50 µM) y la mezcla FXN90-210 (5 µM) + FXN56-81 (50 µM). Los experimentos 
fueron realizaron a 25 °C, en buffer Tris·HCl 20 mM, NaCl 100 mM, EDTA 1 mM, pH 7.0. 
Por otro lado, la incubación del péptido (50 µM) o proteína FXN90-210 (5 µM) en forma 
aislada no produce un cambio significativo en el espectro de fluorescencia del ANS. Estos 
resultados sugieren que el péptido y la proteína podrían efectivamente interactuar, dando lugar 
al surgimiento de nuevas superficies apolares expuestas. Sin embargo, la ausencia de unión a ANS 
cuando el mismo experimento fue realizado en relación péptido:proteína equimolar, indicaría una 
baja afinidad entre ambos. En este contexto, debe notarse que m-FXN56-210 posee cierta 
capacidad de interactuar con ANS (Figura 2.5C). Podría especularse que la conformación de los 
residuos 56−81 está guiada o quizá restringida por la interacción con el dominio globular, 
particularmente cuando el péptido N-terminal está covalentemente unido al resto de la proteína. 
Procedimos a investigar si el péptido FXN56-81 es capaz interferir con las interacciones que 
el segmento N-terminal establece en el contexto de la variante O-FXN56-210, provocando el 
desensamblado la estructura cuaternaria. Las variantes FXN90-210 y FXN56-210 fueron incubadas 
en presencia del péptido FXN56-81, en relación molar 1:10 (proteína:péptido), a 37 °C, en buffer 
Tris·HCl 20 mM, NaCl 100 mM, EDTA 1 mM, pH 7.0. Se tomaron alícuotas a diferentes tiempos 
de incubación (0, 1, 5 y 20 horas). Las muestras fueron centrifugadas por 10 minutos a 21 000 g, a 
4 °C; las fracciones soluble e insoluble fueron separadas y se adicionó inmediatamente buffer de 
siembra para SDS-PAGE para detener la reacción y solubilizar los componentes de la fracción 
insoluble. Posteriormente, las muestras fueron analizadas mediante SDS-PAGE (16 %), y las 
bandas observadas tras la tinción con Coomassie Brilliant Blue fueron cuantificadas por 
densitometría (Figura 2.12). Contrariamente a lo esperado, cuando el péptido FXN56-81 es 
agregado a la solución de O-FXN56-210, se desencadena la agregación de la proteína tal como se 
observa al analizar la composición de las fracciones soluble e insoluble (Figura 2.12). 
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Figura 2.12. Agregación de FXN56-210 inducida por el péptido N-terminal FXN56-81. (A) Las 
variantes FXN90-210 y 56-210 fueron incubadas en presencia del péptido FXN56-81, en relación 
molar 1:10 (proteína:péptido). Se tomaron alícuotas a diferentes tiempos de incubación (0, 1, 5 
y 20 horas). Las muestras fueron centrifugadas por 10 minutos (21 000 g, 4 °C); las fracciones 
soluble e insoluble fueron separadas y se adicionó inmediatamente buffer de siembra para 
detener la reacción y solubilizar los componentes de la fracción insoluble. Posteriormente, las 
muestras fueron analizadas mediante SDS-PAGE (16 %). (B) Cuantificación de las bandas 
obtenidas tras la tinción con Coomassie Brilliant Blue del SDS-PAGE. Los experimentos se 
realizaron a 37 °C, en buffer Tris·HCl 20 mM, NaCl 100 mM, EDTA 1 mM, pH 7.0. 
Este resultado demuestra que el péptido FXN56-81 es capaz de satisfacer contactos clave con 
el oligómero, provocando la formación de agregados insolubles. En la misma línea, cuando 
FXN56-210 fue analizada con el servidor PASTA2 (Walsh et al., 2014), que predice la propensión a 
formar estructuras amiloides con tendencia a agregar, encontramos que el segmento 65-78, de 14 
residuos, podría formar una semilla para la oligomerización, adoptando conformación de hebra β, 
similar a lo que ocurre en el núcleo de una fibrilla (Figura 2.13). 
                 
  
Figura 2.13. Propensión a la agregación de FXN. Perfil de agregación obtenido al analizar la 
secuencia completa de la FXN (FXN1-210) con el servidor PASTA2. La energía libre de 
agregación indica la probabilidad de cada posición de la secuencia de formar estructuras 
amiloide. La porción del gráfico resaltado en rojo corresponde al segmento 56−81. La línea 
horizontal indica el umbral de energía por debajo del cual la predicción de la formación de 
agregados fibrilares tiene una especificidad del 95 % (Walsh et al., 2014). 
α1 β1 β2 β3 β4 β5 β6 α2 CTR
A B 
––––––––––––––––––— Capítulo 2: El Rol de la Región N-terminal en la Oligomerización de la Frataxina Humana 
 │69 
El rol de la región N-terminal en la oligomerización 
El extremo N de FXN56-210 adopta un estado de tipo random coil, tal como se ha demostrado 
con el estudio de los desplazamientos químicos de las señales de esta parte de la molécula, en 
tanto que el domino globular exhibe desplazamientos químicos similares a los de la variante 
silvestre (Prischi et al., 2009). Curiosamente, se observó que los desplazamientos químicos de los 
residuos 54, 58, 60, 62, 66, 69 y 70 aparecen dispersos en un espectro HSQC (Kondapalli et al., 
2010), indicando que este segmento podría contar con cierto grado de estructuración. La noción 
de que el segmento N-terminal de FXN56-210 podría contener segmentos cortos propensos a 
estructurarse, se refuerza si se tiene en cuenta la capacidad del péptido FXN56-81 de adquirir 
estructura secundaria en presencia de los cosolventes TFE o SDS (Figura 2.10). La estabilización 
de dos conformaciones diferentes es compatible con la habilidad de adoptar estructuras 
alternativas en función del ligando, característica distintiva de las proteínas intrínsecamente 
desordenadas. Esta habilidad queda muy bien ilustrada por la región C-terminal de p53 (Xue et 
al., 2010; Uversky). Con una carga neta de +5, el péptido FXN56-81 podría interactuar con 
segmentos cargados negativamente, como los que componen los sitios de unión a hierro, 
compuesto por la hélice α1 y la hebra b1 (Figura 2.1).  
Es notorio que los residuos 80−90 de la forma madura de FXN se predigan como random coil, 
indicando que probablemente no se encuentran formando un elemento estructurado (Prischi et 
al., 2009; Kondapalli et al., 2010). Es posible que este segmento actúe como un linker, exponiendo 
la posición 81 y haciéndola accesible a la proteólisis; la escisión del segmento N-terminal podría 
ser un paso importante para evitar la oligomerización in vivo. Sin embargo, no podemos descartar 
un rol funcional de este segmento, dado que el residuo H86 podría ser necesario para la 
interacción eficiente con hierro y con las proteínas del sistema de ensamblado de centros de Fe-S 
(Gentry et al., 2013). 
El descenso de la intensidad de las señales de CD en el UV-cercano para O-FXN56-210 podría 
reflejar la heterogeneidad conformacional entre subunidades. Sin embargo, FXN56-210 se 
despliega de manera cooperativa, mostrando una estabilidad similar a la observada para la 
variante FXN90-210, lo que sugiere que las diferencias conformacionales entre las subunidades 
del oligómero y el monómero, podrían no ser importantes. Esto también concuerda con que, en el 
contexto del oligómero, sólo el segmento N-terminal sea sensible a proteólisis. Esta característica 
claramente distingue su naturaleza de la de un típico molten globule (ver Capítulo 3). 
El segmento N-terminal es el elemento que le confiere a la proteína la capacidad de 
oligomerizar. Esto queda puesto en evidencia al tratar O-FXN56-210 con tripsina, que remueve la 
extensión N-terminal, provocando el desensamblado del multímero en monómeros que no son 
sensibles a la proteasa, al igual que la variante silvestre. Este hecho apoya la idea de que la región 
N-terminal media la interacción entre subunidades, e indica que esta porción se encuentra 
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probablemente expuesta al solvente. También indica que la secuencia 56-81 debe estar 
covalentemente unida al resto de la proteína para promover la oligomerización de FXN. Aún así, 
la interacción no covalente entre el segmento N-terminal y el resto de la proteína también es 
posible, tal como lo revela la unión a ANS del complejo FXN90-210/FXN56-81 y la agregación de 
O-FXN56-210, gatillada por la interacción con el péptido FXN56-81.  
Con respecto al homólogo de Frataxina de S. cerevisiae, se demostró que la mutante Y73A, en 
contraste con la variante silvestre de la misma especie, puede ensamblarse de forma espontánea 
en ausencia de hierro (Karlberg et al., 2006). Por lo tanto, la oligomerización de este homólogo 
depende finamente de la secuencia del extremo N. Remarcablemente, el N-terminal de esta 
proteína es también altamente flexible (Soderberg et al., 2011). En contraste con el homólogo de 
S. cerevisiae, en el que el fenómeno de agregación es gatillado por interacción con hierro, las formas 
monoméricas de la variante humana FXN56-210 y FXN42-210 no forman oligómeros in vitro al ser 
incubadas con el metal (Cavadini et al., 2002; Kondapalli et al., 2010). Aquí probamos que la forma 
monomérica de FXN56-210 obtenida por incubación del oligómero con concentraciones 
moderadas de desnaturalizante (GdmCl 1.5 M) puede reensamblarse en la forma oligomérica al 
remover el agente caotrópico por diálisis o filtración en gel (Figura 2.3). Estos resultados nos 
permiten imaginar el proceso de la siguiente manera: cambios conformacionales limitados sobre 
el estado nativo, facilitados por el agente caotrópico, promueven el ensamblado del oligómero a 
partir de la especie monomérica, que se hace competente para la oligomerización. 
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3 El Rol de la Región C-terminal en la 
Conformación y la Estabilidad 
Global de la Frataxina Humana 
 
El análisis de la estructura de la Frataxina humana sugiere que la 
consolidación estructural depende del establecimiento de un conjunto de 
interacciones entre ambas hélices α y el extremo C-terminal de la proteína, 
que carece de estructura secundaria periódica. Para evaluar esta posibilidad, 
estudiamos una batería de mutantes que introducen perturbaciones en 
dicha región de la molécula. Hallamos que estas variantes son estables y 
monoméricas. Mediante análisis espectroscópicos observamos que 
presentan estructura secundaria y terciaria de tipo nativa. Sin embargo, los 
experimentos de desnaturalización en equilibrio muestran que la 
perturbación de la región C-terminal determina un grado variable de 
desplegado de la molécula. En este capítulo proponemos que la alteración de 
las interacciones de dicho segmento podría afectar fuertemente la estabilidad 
y en consecuencia la función fisiológica de la proteína. 
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Charles Tanford (1970) 
 
La estabilidad termodinámica de las proteínas 
Las proteínas adoptan su estructura como consecuencia del plegado espontáneo de su cadena 
principal. Dicho proceso da lugar a la adquisición de una topología tridimensional en la que los 
átomos de los aminoácidos forman redes intermoleculares de interacciones no covalentes, y le 
permite a la molécula adquirir conformaciones que le confieren la capacidad de llevar a cabo una 
o más funciones. Dichas conformaciones plegadas, que maximizan la entropía del sistema y 
corresponden a las de menor energía libre, se denominan, en conjunto, estado nativo o N (Figura 
3.1A). En contraposición, todas las demás conformaciones que puede adquirir la cadena 
polipeptídica poseen mayor energía libre que el estado N, y se denominan estado desplegado, 
desnaturalizado o U. Algunas proteínas poseen conformaciones intermediarias de la reacción de 
plegado o estados parcialmente plegados, menos estables que la nativa, pero que conservan cierto 
grado de estructura. Dichas conformaciones pueden poblarse de forma significativa en el 
equilibrio—detectables mediante experimentos como los que presentamos en este capítulo—o 
tener una existencia transciende, únicamente relevante en términos cinéticos (ver Capítulo 7). * 
El estado N de las proteínas se caracteriza por poseer un alto grado de compactación, que 
minimiza la superficie expuesta al solvente, ocultando los residuos hidrofóbicos y exponiendo las 
cadenas laterales polares. Por su parte, las conformaciones que caracterizan al estado U presentan 
una configuración expandida, en la que no se establecen interacciones preferenciales entre los 
residuos, ni con el solvente, maximizando idealmente la superficie expuesta.  
En el caso de una proteína que se pliega de forma reversible, las conformaciones que adopta 
la molécula se encuentran en equilibrio, y la concentración de cada una de las especies depende 
de las características del sistema. Para un mecanismo de dos estados N⇌U (es decir, sin considerar 
estados intermediarios), la relación entre la concentración de ambas especies es una constante de 
equilibrio definida como KN⇌U = [U][N]. Debido a que, en condiciones fisiológicas, el ensamble de 
conformaciones N posee menor energía libre que el de U, dicho estado se encuentra más poblado. 
                                                      
Abreviaciones utilizadas en este capítulo 
AUC: ultracentrifugación analítica 
CD: dicroísmo circular 
CTR: región C-terminal de la FXN — segmento 196-210 
DLS: dispersión de luz dinámica 
FXN: Frataxina humana 
PFG-RMN: difusión en gradiente de campo magnético 
PMSF: fluoruro de fenilmetilsulfonilo 
Rh: radio hidrodinámico 
RMN: resonancia magnética nuclear  
RP-HPLC: cromatografía líquida de alta 
resolución en fase reversa 
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La energía libre de cada conformación depende de contribuciones entálpicas y entrópicas, 
que poseen magnitudes en el orden de los cientos de miles de calorías por mol de proteína (Pace 
et al., 1996). La adquisición del estado N está favorecida entrópicamente por el menor 
ordenamiento del solvente sobre la superficie de la molécula, y entálpicamente por las 
interacciones que establece la proteína consigo misma y con el solvente (efecto hidrofóbico, 
interacciones de van der Waals y puentes de hidrógeno). El estado U, por su parte, se estabiliza 
entrópicamente debido a la gran diferencia en el número de conformaciones que le son accesibles 
en comparación con el estado N, y entálpicamente por el mayor número de interacciones que 
establece la cadena desplegada con el solvente (Figura 3.1B). En conjunto, todas las 
contribuciones—con valores de energía grandes y similares, pero opuestos—determinan que en 
condiciones fisiológicas el estado N sea marginalmente más estable que U, en el orden de 
~10 kcal mol−1 para una proteína de 100 residuos. 
             
Figura 3.1 Estabilidad termodinámica del estado nativo. (A) Energía de los estados nativo (N) 
y desplegado (U) para una proteína. En el escenario que se muestra, el estado N posee menor 
energía libre que el estado U; en consecuencia, la reacción se desplaza hacia la forma plegada 
de la proteína. La diferencia entre las energías libres de cada estado en equilibrio ΔG°N⇌U.  da 
cuenta de la estabilidad termodinámica en el sistema de trabajo (buffer, temperatura, etc.). 
(B) En un polipéptido en estado U, los grupos apolares de las cadenas laterales quedan 
expuestas al solvente. Las interacciones hidrofóbicas y los puentes de hidrógeno estabilizan al 
estado N. Tomado de Pace et al. (1996). 
Conocer las características de la reacción de desplegado en equilibrio permite estimar la 
estabilidad de una proteína. Para llevar a cabo dicho análisis, es necesario perturbar el estado 
nativo utilizando agentes desnaturalizantes, que pueden ser químicos o físicos, de manera de 
obtener diversas condiciones experimentales en las que las condiciones de equilibrio determinen 
distintas proporciones de las conformaciones N y U. En este capítulo, se describen experimentos 
que utilizan urea a temperatura constante (desplegado isotérmico) y temperatura como agentes 
desnaturalizantes. Luego se determina alguna señal que varíe proporcionalmente con la 
concentración de moléculas en estado N o U, típicamente emisión de fluorescencia de triptofanos, 
absorción de luz circularmente polarizada (CD), radio hidrodinámico (Rh) o actividad enzimática. 
Para poder obtener información termodinámica de este tipo de experimentos, es fundamental que 
la reacción sea reversible (es decir, que las señales obtenidas en los experimentos de plegado y 
A B 
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desplegado sean superponibles) y que se haya alcanzado el equilibrio. En el Apéndice E se detallan 
las condiciones experimentales empleadas, así como el tratamiento matemático para el análisis de 
los datos de experimentos de desplegado inducido por agentes químicos y temperatura. 
El segmento C-terminal de la Frataxina humana 
A pesar de que la estructura tridimensional de la Frataxina se encuentra conservada entre 
homólogos (ver Capítulo 1), se detectó variabilidad en la extensión de la región C-terminal (CTR), 
una prolongación de la hélice α2 que carece de estructura secundaria periódica (Figura 3.2). Se 
demostró que la longitud de la CTR está correlacionada con la estabilidad conformacional de los 
homólogos humano (FXN), de Saccharomyces cerevisiae, de Escherichia coli y de Psychromonas 
ingrahamii (Adinolfi et al., 2004; Roman et al., 2013). La deleción del extremo C del homólogo de 
E. coli desestabiliza a la proteína, produciendo una diminución de 14 °C en su Tm N⇌U. —la 
temperatura a la que el 50 % de las moléculas se encuentran en estado desplegado—con respecto 
de la variante silvestre. Por otro lado, cuando se extendió el extremo C de la Frataxina de 
S. cerevisiae, se obtuvo una variante considerablemente más estable. Sin embargo, se desconocen 
las bases moleculares de la contribución de la CTR a la estabilidad conformacional de las 
Frataxinas. En este sentido, es necesario un estudio detallado de esta región de la molécula para 
comprender su rol en la consolidación de la estructura terciaria. 
  
Figura 3.2. Alineamiento de las estructuras cristalográficas de homólogos de Frataxina. 
Alineamiento estructural de las variantes de E. coli (PDB ID: 1EW4), S. cerevisiae (PDB ID: 
2GA5) y humana (PDB ID: 1EKG), en el que se distinguen las regiones C-terminales. Puede 
observarse que el homólogo humano (verde) posee un extremo C sustancialmente más extenso 
que el de E. coli (rojo). Por su parte, la proteína de S. cerevisiae (amarillo) carece de un segmento 
análogo, pero posee un extremo N elongado, que está implicado en la formación de estructuras 
multiméricas (ver Capítulo 2). 
Hasta el momento, se han reportado dos formas de FXN con la CTR alterada en pacientes con 
ataxia de Friedreich, la mutante puntual FXN L198R (Al-Mahdawi et al., 2000) y variante truncada 
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FXN 193Δ (Sacca et al., 2013), poniendo en evidencia la importancia de esta región. En ambos 
casos, están afectados residuos que probablemente participan en las interacciones que establece la 
CTR con el resto de la proteína. Adicionalmente, se detectó la mutación FXN S202C como un 
polimorfismo que no es causa de patología (SNP: rs1052195). 
La CTR de la FXN comprende los últimos 15 residuos de la molécula (Figura 3.4A) y, en el 
contexto de la proteína plegada, se empaca contra las hélices α1 y α2, mediante una red de 
interacciones de van der Waals, ocluyendo las cadenas laterales apolares de los residuos L198, 
L200, L203 y Y205 (Figura 3.3). Es posible que estas interacciones no solo afecten la estabilidad 
termodinámica, sino que también modulen la dinámica de la proteína al limitar la flexibilidad de 
los elementos con que interactúan, creando una suerte de traba conformacional.  
En este capítulo exploramos el efecto de perturbar los contactos que forman la red de 
interacciones entre la CTR y el dominio compacto Frataxina en la FXN. Por un lado, estudiamos 
la variante truncada FXN90-195, en la que se elimina la CTR (fragmento 96−210)—similar a la 
forma FXN 193Δ, hallada en pacientes con ataxia de Friedreich (Sacca et al., 2013). Por otro lado, 
estudiamos la mutante puntual FXN L198R, también causante de patología (Al-Mahdawi et al., 
2000). Incluimos además las variantes FXN L198A y FXN L198C para explorar con mayor detalle 
la contribución de los contactos que establece la cadena lateral de la lisina en la posición 198. 
Analizamos la consecuencia de las mutaciones sobre el comportamiento hidrodinámico, la 
estabilidad termodinámica y la flexibilidad conformacional. 
        
Figura 3.3. Interacción de los residuos de la región C-terminal con el dominio Frataxina. 
Vista (A) lateral y (B) superior de la FXN (PDB ID: 1EKG). Se representa la superficie de van 
der Waals de los residuos apolares de la región C-terminal (naranja) y de los residuos de las 
hélices α1 y α2 que protruyen hacia el core de la molécula (azul). 
Diseño y obtención de las variantes de la Frataxina humana 
Para investigar el rol la CTR en la estabilización de la FXN, diseñamos un conjunto de 
mutantes que introducen distintas alteraciones en dicha región de la proteína (Figura 3.4). Por un 
lado, generamos variantes de longitud completa (fragmento FXN90-210). La mutante FXN L198R 
introduce un aminoácido voluminoso y cargado positivamente en lugar de un residuo apolar. 
B A 
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También preparamos la variante L198A como modelo de truncación de la cadena lateral de la 
leucina para explorar la magnitud de la contribución a la estabilidad de las interacciones apolares 
que establece la leucina. Además, generamos la variante L198C, que reduce solo parcialmente la 
longitud de la cadena lateral. En el Apéndice A se detalla cómo fueron generadas las construcciones 
plasmídicas con el cDNA de las diferentes variantes propuestas. 
Las variantes de longitud completa fueron expresadas en E. coli y recuperadas de la fracción 
soluble del lisado bacteriano. La purificación se realizó como se describe en el Apéndice B, 
mediante un paso de cromatografía de intercambio iónico, seguido de exclusión molecular. Con 
dicho procedimiento se obtuvo un rendimiento de hasta 500 mg de proteína por litro de cultivo, 
con una pureza mayor al 99 %, según se verifica por SDS-PAGE, HPLC y espectrometría de masas. 
Por otro lado, produjimos la variante FXN90-195, en la que se remueven 15 residuos del 
C-terminal de la proteína. Dicha variante guarda similitud con la mutante FXN 193Δ, detectada 
en pacientes con ataxia de Friedreich (Sacca et al., 2013). Al expresar la variante truncada 
FXN90-195 en E. coli, la mayor parte de la proteína se obtiene en cuerpos de inclusión. La proteína 
fue solubilizada en urea 3.0 M a partir de la fracción insoluble del lisado bacteriano. Este 
tratamiento permite recuperar toda la proteína de interés, en tanto que la gran mayoría de los 
contaminantes permanecen en la fracción insoluble. Inmediatamente después de solubilizar la 
proteína en urea, se la replegó mediante diálisis contra buffer Tris·HCl 20 mM, NaCl 100 mM, 
EDTA 1 mM, pH 7.0 (ver más detalles en el Apéndice B). Posteriormente se la purificó siguiendo 
el mismo procedimiento utilizado para la variante silvestre. Este protocolo tiene un rendimiento 
de ~100 mg de proteína por litro de cultivo, con una pureza mayor al 99 %, según se verifica por 
SDS-PAGE, RP-HPLC y espectrometría de masas. FXN90-195 permanece soluble durante el 
proceso de replegado y purificación, y es posible concentrarla hasta, al menos, 35 mg ml−1 sin 
observar procesos de agregación. 
 
Figura 3.4. Detalle de las mutaciones introducidas para generar las variantes de FXN. (A) 
Representación de cintas de la estructura de FXN. Se indica la región C-terminal (rojo) y se 
muestran las cadenas laterales de los residuos L198, L200 y L203 (verde). (B) Representación 
de bolas y bastones de las cadenas laterales de los residuos por los que se modificó la leucina 
de la posición 198, para apreciar la magnitud del cambio generado por las mutaciones. 
L200 L203 L198 
Leu        Ala                Arg        Cys A                               B 
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Análisis del comportamiento hidrodinámico 
Para estudiar el estado de oligomerización de las variantes FXN90-210, FXN90-195 y 
FXN L198R, analizamos su comportamiento hidrodinámico mediante experimentos de exclusión 
molecular analítica, ultracentrifugación analítica (AUC), dispersión de luz dinámica (DLS) y 
difusión en gradiente de campo magnético (PFG-RMN). 
Los experimentos de DLS fueron realizados según se detalla en el Apéndice C, con una 
concentración de proteína de 80 µM (Tabla 3.3). El análisis de la variante FXN90-210 revela que la 
muestra es homogénea (Figura 3.5). Las funciones de autocorrelación se describen correctamente 
por un decaimiento exponencial simple, que corresponde a una distribución monomodal con baja 
polidispersidad (%Pd=14), en el mismo sentido, la intensidad de luz dispersada y la masa 
asociadas al pico fueron ambas del 100 %, no observándose agregados de alto peso molecular. Por 
otro lado, el análisis por DLS de FXN90-195 revela cierto grado de polidispersidad (%Pd=29) que 
puede explicarse por la presencia de una pequeña fracción de moléculas con una conformación 
expandida o desplegada (Rh 2.5−3.0 nm) en solución (Figura 3.5). En este último caso, la 
intensidad de luz dispersada y la masa asociadas al pico también fueron mayoritaria (97 y 100 %, 
respectivamente), revelando la ausencia de agregados de alto peso molecular, al igual que en el 
caso de la proteína de longitud completa. 
  
Figura 3.5. Distribución de tamaño de FXN90-210 y FXN90-195. Las determinaciones fueron 
realizadas en modo estacionario, en un equipo de DLS DynaPro NanoStar (Wyatt Technology). 
Se determinó la distribución de tamaños utilizando un modelo de esferas isotrópicas. Las 
muestras fueron previamente filtradas por 0.22 µm y centrifugadas por 20 minutos a 21 000 g, 
a 4 °C. Los experimentos fueron realizados con una concentración de proteína de 1.0 mg ml−1, 
en buffer Tris·HCl 20 mM, NaCl 100 mM, EDTA 1 mM, pH 7.0, a 25 °C. 
Para la determinación del Rh mediante PFG-RMN utilizamos la secuencia PFG-SLED (Merrill, 
1993). Este experimento consiste en adquirir una serie de espectros monodimensionales en los 
cuales se hace variar la fuerza del gradiente que se aplica, se permite a la muestra difundir durante 
un período (que depende del tamaño de la molécula) y luego se aplica el gradiente contrario, que 
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reconstruye la magnetización original si la muestra no difundió en este período. El logaritmo de 
la intensidad de la señal de la proteína varía exponencialmente con el cuadrado de la fuerza del 
gradiente. La pendiente de esta regresión es directamente proporcional al coeficiente de difusión 
de la proteína e inversamente proporcional a su Rh. Los experimentos fueron realizados en un 
espectrómetro Bruker Avance III de 600 MHz, a 22 °C. Se adicionó dioxano (10 µl de una solución 
2 % en agua) a las muestras (300 µl) como estándar interno (Jones et al., 1997; Wilkins et al., 1999). 
Adquirimos espectros en los que la intensidad del gradiente varió entre el 5 y el 95 % del valor 
máximo. La duración de todos los pulsos y períodos en la secuencia fueron constantes. Utilizamos 
un gradiente de pulsos de 4 ms; la duración de los períodos de difusión de 125 y 15 ms para las 
proteínas y el dioxano, respectivamente, lo cual produjo un decaimiento máximo del 85−90 % de 
las señales. Aplicamos un filtro de T2 para observar selectivamente la señal del dioxano, sin 
interferencias de la proteína, reduciendo el error experimental. El Rh fue calculado mediante: 
 
Rh FXN = 
Ddioxano
DFXN
 ×  Rh dioxano , Ecuación 3.1 
donde Ddioxano y DFXN son los coeficientes difusionales del dioxano y de la FXN, respectivamente, 
y Rh dioxano es el radio hidrodinámico efectivo del dioxano: 2.12 Å (Jones et al., 1997). 
Los resultados indican que las tres variantes se comportan como proteínas monoméricas y 
globulares en solución (Tabla 3.3). El Rh efectivo para la variante silvestre, obtenido por 
experimentos PFG-RMN, concuerda con el obtenido mediante DLS, y con el valor de Rh esperado 
a partir de la estructura cristalográfica (Ortega et al., 2011). Por su parte, FXN90-195 es compacta 
y monomérica, con un radio algo menor que el que el obtenido para FXN90-210. Cabe mencionar 
que parte de las moléculas podría adoptar la conformación desplegada en condiciones nativas 
debido a la estabilidad marginal de esta variante (ver más adelante en este capítulo), 
distorsionando la estimación del Rh. Sin embargo, cuando se determinó el valor de Rh mediante 
PFG-RMN (con una concentración de proteína de 4.0 mg ml−1), se obtuvo un valor 
significativamente mayor; la dependencia del Rh con la concentración de proteína deja en 
evidencia la propensión a autoasociarse en solución. En contraste, para la mutante puntual 
FXN L198R, el Rh obtenido fue ligeramente mayor que el de la variante silvestre, y no se observó 
dependencia con la concentración de proteína.  
Los experimentos de AUC de las variantes FXN90-210 y FXN90-195 (Figura 3.6) fueron 
realizados y analizados según se detalla en el Apéndice C. Para estudiar los efectos de no idealidad 
de las muestras—que afectan los valores de s y de Dt—realizamos ensayos a varias 
concentraciones de proteína (0.25, 0.50 y 1.00 mg ml−1) y obtuvimos los coeficientes de 
sedimentación y difusión a dilución infinita, s0 y Dt0, a partir de las regresiones lineales de los 
datos obtenidos de dichos experimentos (Figura 3.7 y Tabla 3.1).  
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Figura 3.6. Ultracentrifugación analítica. Velocidad de sedimentación de FXN90-195 
(izquierda) y FXN90-210 (derecha) a 42 000 rpm. (A) Selección de datos crudos para ambas 
proteínas a 1.0 mg ml−1. (B) Superposición de los perfiles experimentales (puntos) y ajustados 
(línea continua) corregidos por el ruido sistemático para ambas variantes a 1.0 mg ml−1. Los 
últimos perfiles corresponden a 16 horas de sedimentación. (C) Diferencias entre las curvas 
experimentales y ajustadas. (D) Distribuciones de las c(s) para ambas variantes a 1.0 mg ml−1. 
La señal fue normalizada a un paso óptico de 1 cm. (E) Superposición de las distribuciones de 
las c(s) para diferentes concentraciones de proteína, que corresponde a más del 96 % de la señal 
total. La señal fue normalizada a un paso óptico de 1 cm. Los experimentos fueron realizados 
en buffer Tris·HCl 10 mM, NaCl 100 mM, pH 7.0, a 20 °C.  
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TABLA 3.1. ANÁLISIS DE LA VELOCIDAD DE SEDIMENTACIÓN DE FXN90-195 Y FXN90-210 MEDIANTE UN 
MODELO DE UNA ÚNICA ESPECIE NO INTERACTUANTE. 
Variante Concentración (mg ml−1) 
A280nm s 
(S) 
Dt 
(10−7 cm2 s−1) 
Residual 
 
FXN90-195 
 
1.025 2.073 1.630 11.463 0.0039 
0.513 1.026 1.608 11.539 0.0027 
0.256 0.536 1.563 11.898 0.0033 
FXN90-210 
 
0.991 1.926 1.689 11.317 0.0025 
0.496 0.940 1.711 11.606 0.0033 
0.248 0.412 1.686 11.266 0.0023 
Se utilizó una velocidad de centrifugación de 42 000 rpm. Los experimentos fueron realizados a 20 °C, en buffer 
Tris·HCl 10 mM, NaCl 100 mM, pH 7.0. Los perfiles de velocidad de sedimentación fueron analizados 
mediante un modelo de especies no-interactuantes. La señal de absorbancia (A280nm) y el valor de s obtenido 
coinciden, dentro del error experimental, con los del análisis de c(s).  
       
Figura 3.7. Dependencia con la concentración de s y Dt. (A) Valores de s−1 y (B) Dt obtenidos 
para FXN90-210 y FXN90-195 en función de la concentración de proteína. Los valores de s0 y 
Dt0, que corresponden a la dilución infinita de la muestra, se estiman a partir de la ordenada 
al origen de las regresiones lineales de datos experimentales (Tabla 3.1). Los experimentos 
fueron realizados a 42 000 rpm, en buffer Tris·HCl 10 mM, NaCl 100 mM, pH 7.0, a 20 °C.  
TABLA 3.2. DEPENDENCIA DE LA SEDIMENTACIÓN CON LA CONCENTRACIÓN DE FXN90-210 Y FXN90-195. 
Variante s0 (S) 
ks 
(ml g−1) 
Dt0 
(10−7 cm2 s−1) 
PM 
(kDa) 
Rh 
(nm) 
FXN90-195 1.55 ± 0.01 < 0 11.9 ± 0.1 12.0 ± 0.2 1.8 ± 0.1 
FXN90-210 1.70 ± 0.01 ~ 0 11.4 ± 0.1 13.7 ± 0.2 1.9 ± 0.1 
Los experimentos fueron realizados a 42 000 rpm, en buffer Tris·HCl 10 mM, NaCl 100 mM, pH 7.0, a 20 °C. Los 
perfiles de velocidad de sedimentación a tres concentraciones diferentes fueron analizados mediante un modelo 
de especies no-interactuantes. La especie es caracterizada por la concentración (señal de absorbancia a 280 nm), 
un coeficiente de sedimentación s, y un coeficiente difusional aparente Dapp. La señal de absorbancia y s 
obtenidos del análisis de especies no interactuantes coinciden (dentro del error experimental) con los del análisis 
de c(s). La masa molecular PM y Rh se obtienen de a partir de s0 y Dt0 mediante las ecuaciones de Svedberg y 
Stokes-Einstein, respectivamente (ver Apéndice C). Los errores fueron estimados del análisis de regresión lineal 
de los datos y propagados según el caso. 
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Observamos que FXN90-210 tiene sedimentación ideal, con una dependencia de s con la 
concentración de proteína ks  cercana a 0, lo que indica que los monómeros no presentan 
interacción (Tabla 3.2). Por su parte, FXN90-195 tiene sedimentación no ideal, con valores de ks y 
del segundo coeficiente virial A2  menores a 0, indicando cierto grado de interacción atractiva 
entre los monómeros. 
El valor de Rh obtenido por AUC para FXN90-210 (Tabla 3.3) es prácticamente invariante en 
el rango de concentraciones 0.25−1.00 mg ml−1 (Tabla 3.2), y es compatible con el predicho a partir 
de la estructura cristalográfica mediante el programa HYDROPRO y el estimado en base a una 
relación empírica para proteínas globulares (Uversky, 1993). Asimismo, el valor de Rh obtenido 
para FXN90-195, también es consistente con el valor esperado para una proteína globular de su 
tamaño. Además, ambas variantes mostraron una relación friccional (f/fmin)—el cociente entre el 
coeficiente friccional de una molécula y el coeficiente friccional de una esfera compacta de igual 
masa y densidad—de 1.25 (Figura 3.6), compatible con una partícula globular hidratada. En 
conjunto, estos resultados indican que ambas variantes poseen el comportamiento hidrodinámico 
de monómeros compactos y globulares. 
 
TABLA 3.3. RADIOS HIDRODINÁMICOS DE LAS VARIANTES DE FXN. 
Variante DLS AUC PFG-RMN Empírico* HYDROPRO† 
FXN90-210 1.89 ± 0.05 1.9 ± 0.1 1.87 ± 0.02 1.86 1.87 
FXN90-195  1.82 ± 0.03 1.8 ± 0.1 2.30 ± 0.05 1.78 — 
FXN L198R 1.94 ± 0.19 — 1.93 ± 0.04 1.86 — 
Los experimentos fueron realizados según se describe en el texto y en el Apéndice C.  
Los valores de Rh están expresados en nm. 
*Se calculó el Rh de las proteínas mediante la relación empírica: log Rh = 0.369 log PM − 0.254, donde 
el peso molecular se expresa en Da y el Rh en Å (Uversky, 1993). 
†El Rh fue calculado con el programa HYDROPRO (Ortega et al., 2011), utilizando la estructura 
cristalográfica de FXN88-210 (PDB ID: 1EGK), aplicando una temperatura de 23 °C, una viscosidad de 
9.66×10−4 kg m−1 s−1, y un radio atómico de 3.2 Å. 
Caracterización espectroscópica 
La caracterización espectroscópica de baja resolución puede ayudar a identificar alteraciones 
estructurales generadas sobre la FXN como consecuencia de las mutaciones introducidas. Por ello, 
caracterizamos las variantes mediante espectroscopia de fluorescencia y dicroísmo circular (CD). 
Los espectros muestran que el contenido de estructura secundaria (Figura 3.8A) y el 
empaquetamiento de la estructura terciaria (Figura 3.8B) de todas las mutantes puntuales son 
semejantes a los de la variante silvestre. 
La longitud de onda de máxima emisión de fluorescencia de triptofano es 337 nm, indicando 
que dicho proceso ocurre desde un entrono apolar, en tanto que en presencia de urea 8 M, la 
longitud de onda de máxima emisión se desplaza a 352 nm (Figura 3.8C), lo cual es compatible 
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con el desplegado completo de la proteína. En particular, el espectro de CD en el UV cercano de 
FXN90-195 es compatible con la existencia de sustancial quiralidad, como consecuencia de 
asimetría en la vecindad de residuos aromáticos, sugiriendo una estructura terciaria de tipo nativa 
(Figura 3.8B). Sin embargo, el corrimiento de la longitud de onda de máxima emisión de 
florescencia (~339 nm) y la atenuación de las bandas de CD en la región de UV cercano (Figura 
3.8 B y C) sugieren que la ausencia de la CTR podría producir efectos más pronunciados y de 
mayor alcance. 
       
Figura 3.8. Caracterización espectroscópica de las variantes de FXN. (A) Espectro de CD en 
el UV-lejano y (B) UV-cercano. (C) Espectro de emisión de fluorescencia (excitación a 295 nm) 
de las variantes de FXN en condiciones nativas (N); se incluye el espectro de fluorescencia de 
FXN90-210 en presencia de urea 8 M (U). Todos los espectros fueron adquiridos a 25 ºC, en 
buffer Tris·HCl 20 mM, NaCl 100 mM, pH 7.0. 
A pesar de que las distintas mutantes se caracterizan por poseer espectros de CD en el UV 
cercano compatibles con el espectro de la proteína silvestre, existen diferencias sutiles que podrían 
tener su origen en cambios pequeños en la estructura terciaria, en el ambiente de los residuos 
aromáticos o en la dinámica estructural de las variantes. Para explorar dichos aspectos e 
incrementar la resolución de la caracterización conformacional a nivel de residuo de aminoácido, 
recurrimos a la caracterización espectroscópica por resonancia magnética nuclear (RMN).  
El espectro de RMN de protones de la variante silvestre posee muy buena dispersión de picos 
(Figura 3.9), evidencia de que su conformación nativa es estable y globular (Musco et al., 2000). 
Por otro lado, el espectro de protones de FXN90-195 muestra señales de metilos en campos altos 
con dispersiones químicas negativas (−0.20, −0.35 y −0.40 ppm) y una buena dispersión de señales 
en la región de las amidas, exhibiendo múltiples señales con desplazamientos químicos mayores 
a 9 ppm (Figura 3.9A). Esto indica que, por lo menos en algunos aspectos, el fragmento se 
comporta como una proteína bien plegada. Sin embargo, hay diferencias sustanciales entre los 
espectros de ambas proteínas. La variante silvestre exhibe un espectro de RMN de mayor calidad, 
mostrando, por ejemplo, señales de metilos en −0.5 y −1.0 ppm y una señal en 12.3 ppm. Estas 
señales no están presentes en el espectro de la variante FXN90-195, sugiriendo que dicha variante 
explora conformaciones menos compactas y de mayor flexibilidad que la variante silvestre. 
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Además, como se discute en el Capítulo 6, la presencia de picos superpuestos con menor dispersión 
de desplazamientos químicos en el espectro de 1H-15N HSQC de la variante FXN90-195 es 
compatible con la existencia de una pequeña fracción de proteína en conformación desplegada, lo 
cual coincide con lo observado en la caracterización hidrodinámica de las variantes. 
 
Figura 3.9. Caracterización por RMN de la variante truncada. (A) Regiones seleccionadas del 
espectro de 1H-RMN de FXN90-210 (negro) y FXN90-195 (azul). Los espectros fueron 
adquiridos a 22 °C. (B) Espectros de 1H RMN de FXN90-195 a diferentes temperaturas (17 a 
42 °C). Las proteínas pierden dispersión de los picos de desplazamiento químico y exhiben 
ensanchamiento de las señales con el aumento de la temperatura. El proceso es reversible, 
recobrando el espectro correspondiente a 22 °C luego de haber calentado la muestra a 42 °C. 
(C) Espectro de 1H-RMN de FXN90-210 a 22 y 42 °C. Ambos espectros son característicos de 
proteínas globulares bien plegadas. Los experimentos fueron realizados en buffer Tris·HCl 
20 mM, NaCl 100 mM, EDTA 1 mM, pH 7.0. 
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Al incrementar la temperatura de 17 a 42 °C, se observa una reducción sustancial en las 
intensidades de las señales de metilos y de campos bajos en el espectro de RMN de protones de 
FXN90-195. En simultáneo, las señales entre 7.8 y 8.4 ppm se intensifican, y se observa anchos de 
línea inhomogéneos en el espectro a mayores temperaturas (Figura 3.9B). Estos cambios sugieren 
un desplegado parcial de la proteína cuando aumenta la temperatura. El proceso fue 
completamente reversible (espectro superior de Figura 3.9B), en concordancia con los 
experimentos de desplegado químico en equilibrio (ver más adelante). En contraste, la variante 
silvestre exhibe únicamente cambios menores en el espectro de RMN de protones adquirido a 
42 °C, con respecto al de 22 °C (Figura 3.9C), consistentemente con su mayor estabilidad. 
Análisis termodinámico de la reacción de desplegado en equilibrio 
Para investigar el efecto de las mutaciones introducidas en la estabilidad termodinámica de 
la FXN, llevamos a cabo experimentos de desplegado químico y térmico, en equilibrio, de las 
variantes de FXN (Figura 3.12). El análisis termodinámico de los resultados de los experimentos 
de desplegado depende de la reversibilidad de la reacción. La Figura 3.10 presenta los resultados 
de los controles de reversibilidad de las variantes silvestre y FXN90-195. Mediante diálisis de las 
proteínas previamente desplegadas con urea o cloruro de guanidinio, se observó una 
reversibilidad superior al 95 %. En todos los casos, los espectros de fluorescencia adquiridos luego 
de la diálisis fueron similares tanto en intensidad como en la longitud de onda de máxima emisión. 
La determinación de concentración por espectroscopía UV indicó una recuperación mayor al 95 % 
de la proteína tras la diálisis, sin incremento significativo de dispersión de luz, descartando la 
precipitación o la formación de agregados. 
Asimismo, analizamos la reversibilidad de la reacción de desplegado inducida por 
temperatura. En todos los casos, la reacción es reversible, tal como pone en evidencia el hecho de 
que se recupere la señal espectroscópica inicial al enfriar la solución de proteína una vez 
terminada la curva de desplegado. En el caso particular de las variantes silvestre y FXN90-195 y, 
la recuperación fue del 99 y 96 %, respectivamente (Figura 3.11A). Cuando las proteínas fueron 
enfriadas a una velocidad menor, la recuperación de la señal fue del 87 y 91 % para FXN90-195 y 
FXN90-210, respectivamente (Figura 3.11C), indicando que, en este caso, existe un proceso de 
agregación que compite con el replegado. Además, no se observó variación significativa del valor 
de la Tm N⇌U.  en rampas sucesivas (inserto en Figura 3.11A y C), ni una dependencia del valor de 
Tm N⇌U.  con la velocidad de calentamiento (Figura 3.11B).  
Todas las variantes exhiben curvas de desplegado en equilibrio compatibles con un 
mecanismo cooperativo de dos estados (N⇌U), a juzgar por la forma y la superposición de las 
curvas obtenidas al seguir la reacción por CD y fluorescencia (Figura 3.12). El hecho de que el 
desplegado sea reversible (Figura 3.10) nos permite hacer un análisis termodinámico del proceso. 
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Figura 3.10. Reversibilidad del desplegado químico de las variantes de FXN. Se verificó la 
reversibilidad del desplegado de FXN90-210 (A, B, E y F) y FXN90-195 (C, D, G y H). Las 
proteínas fueron incubadas durante tres horas con diferentes concentraciones de urea o cloruro 
de guanidinio (GdmCl), y posteriormente dializadas durante 16 horas contra buffer Tris·HCl 
20 mM, NaCl 100 mM, pH 7.0 para remover el agente desnaturalizante (en la figura se indica 
la concentración final de caótropo). Se adquirieron espectros de emisión de fluorescencia de 
las proteínas antes (A, E, C y G) y después de la diálisis (B, F, D y H). 
 
 
Figura 3.11. Reversibilidad de la reacción de desplegado de las variantes FXN90-210 y 
FXN90-195. La reacción de desplegado se siguió por CD a 220 nm, en buffer fosfato de sodio 
20 mM, NaCl 100 mM, EDTA 0.1 mM, pH 7.0. (A) Se calentaron las muestras de FXN90-195 y 
FXN90-210 de 4 a 60 °C y de 4 a 80 °C, respectivamente, a razón de 1 °C min−1. Cuando las 
proteínas alcanzaron la temperatura máxima, fueron enfriadas rápidamente a 4 °C, y se repitió 
el proceso de calentamiento. Se muestra la superposición de curvas consecutivas de 
desplegado. La recuperación de señal fue del 96 y 99 % para FXN90-195 y FXN90-210, 
respectivamente. (B) Curvas de desplegado realizadas con diferentes velocidades de 
calentamiento (1 y 0.5 °C min−1). Los experimentos fueron realizados en buffer fosfato de sodio 
20 mM, NaCl 100 mM, EDTA 0.1 mM, pH 7.0, y la reacción de desplegado se siguió por 
cambios en la señal de CD a 220 nm. (C) Las muestras fueron calentadas de 4 a 90 °C a razón 
de 1 °C min−1, y posteriormente fueron enfriadas con la misma velocidad. 
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Figura 3.12. Experimentos de desplegado en equilibrio de las variantes de FXN. Desplegado 
inducido por urea seguido por (A) CD en la región del UV lejano y (B) fluorescencia de 
triptofano a 335 nm. Las proteínas fueron preincubadas durante 3 horas a temperatura 
ambiente con concentraciones variables de urea (0 a 8 M), en buffer Tris·HCl 20 mM, NaCl 
100 mM, pH 7.0, a 25 ºC. (C) Desplegado térmico seguido por CD a 220 nm. Los experimentos 
fueron realizados en buffer fosfato de sodio 20 mM, NaCl 100 mM, pH 7.0. Las muestras fueron 
calentadas de 20 a 90 °C, a razón de 1 °C min−1. En todos los casos, las curvas continuas 
muestran ajustes de un modelo de dos estados a los datos experimentales (ver Apéndice E). 
Se realizó un ajuste global del modelo de dos estados a los datos de los experimentos de 
desplegado químico seguido por CD y fluorescencia de todas las variantes de longitud completa 
(Tabla 3.4), según se describe en el Apéndice E. Se utilizó un valor único para el parámetro mN⇌U.  
(el mismo para todas las variantes de longitud completa), que representa la dependencia de la 
energía libre de desplegado ΔG°N⇌U.  con la concentración de agente desnaturalizante. El valor 
obtenido para dicho parámetro (1.83 ± 0.05 kcal mol−1 M−1) fue considerablemente mayor que el 
valor inferido a partir del peso molecular de la FXN: 1.51 kcal mol−1 M−1 (Myers et al., 1995). En el 
TABLA 3.4. PARÁMETROS TERMODINÁMICOS OBTENIDOS DEL AJUSTE DEL MODELO DE DOS ESTADOS A LOS 
RESULTADOS DE DESPLEGADO EN EQUILIBRIO INDUCIDO POR UREA DE LAS VARIANTES DE FXN, SEGUIDO POR 
CD A 220 NM O EMISIÓN DE FLUORESCENCIA DE TRIPTOFANOS A 335 NM. 
 Fluorescencia  CD 
Variante 
ΔΔG°N⇌UH2O  * ΔG°N⇌UH2O  Cm N⇌U.  ΔΔG°N⇌UH2O  * ΔG°N⇌UH2O  Cm N⇌U.  
(kcal mol−1) (kcal mol−1) (M) (kcal mol−1) (kcal mol−1) (M) 
FXN90-210 — 9.2 ± 0.2 4.90 ± 0.04 — 9.1 ± 0.2 4.90 ± 0.04 
FXN L198R 4.2 ± 0.3 5.0 ± 0.1 2.70 ± 0.04 4.2 ± 0.3 4.8 ± 0.2 2.62 ± 0.04 
FXN L198A 2.6 ± 0.3 6.5 ± 0.2 3.52 ± 0.04 2.5 ± 0.3 6.6 ± 0.2 3.57 ± 0.04 
FXN L198C 1.0 ± 0.3 8.1 ± 0.2 4.40 ± 0.04 1.0 ± 0.3 8.1 ± 0.2 4.37 ± 0.04 
FXN90-195 7.6 ± 0.3 1.5 ± 0.2 1.20 ± 0.15 7.5 ± 0.3 1.6 ± 0.2 1.27 ± 0.14 
Los valores de los parámetros fueron obtenidos del ajuste no lineal del modelo a los datos que se presentan en la 
Figura 3.12A y B, según se describe en el Apéndice E. Para realizar dicho ajuste, se incluyeron simultáneamente los 
resultados de fluorescencia y CD de todas las variantes de longitud completa, utilizando un valor único para el 
parámetro mN⇌U. , para el cual se obtuvo un valor de 1.83 ± 0.05 kcal mol−1 M−1. Para la variante truncada 
FXN90-195 se obtuvo de forma independiente un mN⇌U.  de 1.26 ± 0.13 kcal mol−1 M−1. 
* ΔΔG°N⇌UH2O = ΔG°N⇌UH2O, silvestre − ΔG°N⇌UH2O, mutante 
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caso de FXN90-195, el valor de mN⇌U.  obtenido del ajuste (1.26 ± 0.13 kcal mol−1 M−1) es comparable 
con el obtenido de la correlación empírica, 1.36 kcal mol−1 M−1. 
Los experimentos de desplegado térmico también pueden describirse correctamente con un 
modelo de dos estados (N⇌U). Se realizó un ajuste global del modelo de dos estados a los datos 
de los experimentos de desplegado de todas las variantes de longitud completa (ver Apéndice E), 
utilizando un valor único para el parámetro ∆Cp N⇌U—la diferencia de capacidad calorífica entre 
los estados nativo y desplegado (Tabla 3.5). En el caso de las variantes de longitud completa, el 
valor obtenido para dicho parámetro (1.8 ± 0.3 kcal mol−1 K−1) es comparable con el valor inferido 
para una proteína globular de 211 residuos: 1.9 kcal mol−1 K−1 (Myers et al., 1995). En el caso de la 
variante FXN90-195, el valor de ∆CPN⇌U obtenido del ajuste fue 1.0 ± 0.5 kcal mol−1 K−1, que es 
significativamente menor que el esperado en función del tamaño de la proteína: 1.7 kcal mol−1 K−1. 
Para todas las mutantes, los valores de los parámetros Cm N⇌UH2O  (Figura 3.12A y B, y Tabla 3.4) y 
Tm N⇌U.  (Figura 3.12C y Tabla 3.5) disminuyen significativamente a una menor concentración de 
desnaturalizantes y una menor temperatura, respectivamente.  
TABLA 3.5. PARÁMETROS TERMODINÁMICOS OBTENIDOS DE UN AJUSTE DE UN MODELO DE DOS ESTADOS A LOS 
RESULTADOS EXPERIMENTALES DE DESPLEGADO TÉRMICO EN EQUILIBRIO SEGUIDO POR CD A 220 NM. 
Variante 
ΔHN⇌U.  Tm N⇌U.  * ΔGN⇌U25°C  † 
(kcal mol−1) (ºC) (kcal mol−1) 
FXN90-210 104 ± 10 69.4 ± 0.4 8.0 ± 1.2 
FXN L198R -57 ± 8- 54.1 ± 0.8 2.6 ± 0.7 
FXN L198A -64 ± 9- 61.1 ± 0.8 3.2 ± 0.9 
FXN L198C 101 ± 9-- 66.1 ± 0.3 7.5 ± 1.0 
FXN90-195 -27 ± 8- 39.9 ± 3.6 0.9 ± 0.4 
Los valores de los parámetros fueron obtenidos del ajuste no lineal del modelo a los datos que se presentan en la 
Figura 3.12C, según se describe en el Apéndice E.  
Se realizó un ajuste global incluyendo los resultados de los experimentos de todas las variantes, utilizando un 
mismo valor para el parámetro ∆CPN⇌U para todas las variantes de longitud completa, que se calculó 
en 1.8 ± 0.3 kcal mol−1 K−1. Para la variante FXN90-195 se realizó un ajuste independiente y se obtuvo un valor de 
∆CPN⇌U de 1.0 ± 0.5 kcal mol−1 K−1. 
† Tm N⇌U.  es la temperatura a la que el 50 % de las moléculas se encuentran en estado desplegado ΔG°N⇌UTm N⇌U.  = 0 .  
* ΔG°N⇌U 25°C  es el valor de energía libre de desplegado a 25 °C. 
Dado que la FXN posee un gran número de residuos ácidos, que resultan importantes para 
la función, pero que hacen disminuir la estabilidad de la molécula (Correia et al., 2010), es posible 
que el pH—modulando la protonación de los residuos ácidos—o la fuerza iónica—apantallando 
las cargas de los residuos cargados—tengan  efectos sobre la estabilidad de la proteína. 
Investigamos la dependencia de la estabilidad con el pH en el rango 6.0−8.0 (Figura 3.13). Si 
bien no encontramos ningún efecto del pH sobre la estabilidad de la variante silvestre o 
FXN90-195, la introducción de un grupo tiol en el caso de FXN L198C podría alterar la estabilidad 
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de la proteína en pHs cercanos al pKa de grupo −SH, en la medida que éste se estabilice como 
tiolato (−SH ⟶ -S−). La introducción de una carga negativa podría perturbar el ambiente apolar 
de C198. Nuestros resultados muestran que en el rango de pHs estudiados no hay cambios en la 
estabilidad de dicha variante (ver Capítulo 4), sugiriendo que el grupo tiolato no se encuentra 
significativamente poblado aun a pH 8.0.  
 
Figura 3.13. Dependencia de la estabilidad térmica de FXN con el pH. La reacción de 
desplegado se siguió por CD a 220 nm en buffer fosfato de sodio 20 mM, NaCl 100 mM, EDTA 
0.1 mM, a pH 6.0, 7.0 y 8.0. Las muestras fueron calentadas de 4 a 90 °C, a razón de 1 °C min−1. 
También estudiamos la dependencia de la estabilidad con la concentración de NaCl para 
ambas variantes (Figura 3.14). Los valores de Tm N⇌U.  determinados por CD para la variante 
FXN90-195 fueron 36 °C en ausencia de NaCl (en buffer fosfato de sodio 20 mM, EDTA 0.1 mM, 
pH 7.0), 43 °C en NaCl 250 mM y 45 °C en NaCl 500 mM. En el caso de la variante silvestre, los 
valores fueron 67 °C en ausencia de NaCl, 72 °C en NaCl 250 mM y 74 °C en NaCl 500 mM, 
sugiriendo la existencia de contribuciones electrostáticas similares en ambas proteínas. 
   
Figura 3.14. Dependencia de la estabilidad de FXN con la fuerza iónica. La reacción de 
desplegado fue seguida mediante CD a 220 nm en buffer fosfato de sodio 20 mM, EDTA 0.1 mM, 
pH 7.0, con diferentes concentraciones de NaCl (0, 250 y 500 mM) para (A) FXN90-210 y (B) 
FXN90-195. Las muestras fueron calentadas de 4 a 90 °C, a razón de 1 °C min−1. 
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En el homólogo de Frataxina de S. cerevisiae, el reemplazo de las cadenas laterales ácidas en 
la mutante D86A/E90A/E93A/D101A/E103A estabiliza a la proteína en 2.6 kcal mol−1 (Correia 
et al., 2010). En consecuencia, el efecto de la fuerza iónica sobre la estabilidad de la FXN podría ser 
consecuencia del apantallamiento de las cargas negativas de los residuos glutámico y aspártico 
localizados en la hélice α1 y la hoja β1.  
También estudiamos el proceso de desplegado en función de los cambios en la señal de 
fluorescencia del colorante SYPRO-orange, que interactúa con el estado desnaturalizado de las 
proteínas, y permite monitorear la reacción de desplegado (Layton et al., 2010; King et al., 2011; 
Layton et al., 2011). Los valores de Tm N⇌U.  obtenidos para FXN90-210 y FXN90-195 fueron 64 y 
29°C, respectivamente (Figura 3.15). El menor valor de Tm N⇌U.  observado para la variante 
truncada es compatible con la menor estabilidad medida por desplegado químico y térmico 
utilizando como sonda conformacional la señal de CD a 220 nm. Por otro lado, no se observó 
dependencia de los valores de Tm N⇌U.  con la concentración de proteína (160, 330 y 500 µg ml−1). 
Notablemente, el colorante se une a la variante FXN90-195 a bajas temperaturas (Figura 3.15), 
lo cual podría indicar que la forma nativa de esta variante exhibe superficies hidrofóbicas, o bien 
que posee un ensamble de conformaciones nativas más heterogéneo que la variante silvestre—en 
el que las conformaciones fluctúan entre estados que exponen sitios de unión y otros que no—o 
bien la existencia de una pequeña fracción de moléculas desplegadas a baja temperatura. Esto 
último es compatible con la menor estabilidad termodinámica de la variante FXN90-195, y 
concuerda con los resultados de los experimentos de AUC, DLS y RMN que hemos presentado. 
 
Figura 3.15. Desplegado térmico de las variantes FXN90-210 y FXN90-195. Para estudiar la 
reacción de desplegado se analizó la emisión de fluorescencia del colorante SYPRO-orange en 
función de la temperatura. Los experimentos fueron realizados en buffer fosfato de sodio 
10 mM, pH 7.0; los resultados que se muestran corresponden a una concentración de proteína 
de 160 µg ml−1. Se empleó un equipo de PCR en tiempo real (Bio-rad), para calentar las muestras 
de 5 a 95 °C (1 °C min−1) y medir la fluorescencia de las mismas (excitación: 470−500 nm; 
emisión: 540−700 nm). 
Los menores valores de Tm N⇌U.  observados en los experimentos de desplegado de las 
variantes de FXN utilizando la sonda SYPRO-orange, en comparación con los valores obtenidos 
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por CD (∆Tm N⇌U.  de 10.9 y 5.4 °C, para FXN90-195 y FXN90-210, respectivamente) podrían 
deberse a la variación en fuerza iónica empleada en cada experimento (fosfato de sodio 10 mM en 
lugar de fosfato de sodio 20 mM, NaCl 100 mM), y a la estabilización adicional producida por la 
unión del colorante al estado desplegado de las proteínas. 
Los resultados presentados en esta sección confirman que la versión truncada C-terminal de 
la FXN, a pesar de ser globular y mayormente compacta, está termodinámicamente 
desestabilizada en comparación con las variantes de longitud completa. En el caso de FXN90-195 
se observa una diferencia considerable en la energía libre de desplegado obtenida de los 
experimentos de desplegado térmico (CD) y químico (0.9 ± 0.4 y 1.6 ± 0.2 kcal mol−1, 
respectivamente). No puede descartarse que la naturaleza de los estados desplegados difiera en 
cada caso. El valor de ΔCP N⇌UH2O  para esta variante (1.0 ± 0.5 kcal mol−1 K−1) es solo el 58 % del 
esperado para una proteína globular de su tamaño (1.7 kcal mol−1 K−1), en tanto que a los 
experimentos de desplegado inducido por urea se puede ajustar correctamente un valor de mN⇌U. , 
compatible con el ΔASAN⇌U.  correspondiente al desplegado completo del estado nativo (Myers et 
al., 1995). En consecuencia, la diferencia observada podría ser consecuencia de un mayor grado de 
compactación del estado desplegado inducido por temperatura de FXN90-195 (particularmente a 
bajas temperaturas, Tm N⇌U.  = 40 °C).  
         
Figura 3.16. Efecto del Na2SO4 sobre la conformación de FXN90-195. (A) Se adquirieron 
espectros de CD de ambas variantes, en presencia o ausencia de Na2SO4 200 mM. La barra 
indica la porción del espectro que se analiza en el panel (B). (B) Diferencia porcentual entre los 
espectros con y sin Na2SO4. Las muestras se prepararon en buffer Tris·HCl 20 mM, NaCl 
100 mM, pH 7.0, y los espectros se adquirieron a 25 °C.  
La remoción de la CTR en la variante FXN90-195 provoca una disminución tal en la 
estabilidad termodinámica de la proteína que, en condiciones fisiológicas—25 °C, en ausencia de 
agentes caotrópicos—el equilibrio N⇌U se desplaza marcadamente hacia U, quedado definido 
por una constante KN⇌U de 0.07. El valor de dicha constante indica que ~7 % de las moléculas se 
hallan en estado U (en contraposición con 1 molécula en estado U cada 71 000 moléculas para el 
caso de la variante silvestre, cuya KN⇌U es de 1.4×10−7). El agregado de un osmolito como el 
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Na2SO4 podría modificar las estabilidades relativas de los estados N y U, y producir un aumento 
en la estabilidad global y la compactación (Nishimura et al., 2001). Para evaluar esto, analizamos 
la señal de CD en el UV lejano de ambas variantes en presencia de Na2SO4 200 mM (Figura 3.16).  
En esta condición experimental, observamos un incremento de ~10 % en la señal de CD en la 
región del UV lejano para la variante FXN90-195, compatible con la adquisición o la estabilización 
de estructura secundaria (Figura 3.16). Por otro lado, el incremento fue significativamente menor 
(~4 %) en el caso de la variante silvestre. 
El rol de la región C-terminal en la estabilización de la Frataxina humana 
El extremo C de la Frataxina no forma un elemento típico de estructura secundaria periódica. 
Dicha región de la proteína no es crucial para la adquisición de la estructura, tal como se observa 
en los homólogos de S. cerevisiae, Thermus thermophilus y Bacillus halodurans, que no poseen un 
extremo análogo, o de E. coli, Burkholderia cenocepacia y P. ingrahamii, que poseen uno más corto 
que la variante humana (Figura 1.2 y Figura 3.2). Sin embargo, se ha reportado que la estabilidad 
de la Frataxina de S. cerevisiae es significativamente menor que la de los homólogos de E. coli y 
P. ingrahamii, que a su vez presentan estabilidades menores que la variante humana, indicando 
que el segmento C-terminal está relacionado con la estabilidad conformacional (Adinolfi et al., 
2004; Roman et al., 2013). Notablemente, al ingenierizar el segmento C-terminal, se logra aumentar 
la estabilidad termodinámica de la variante de S. cerevisiae (Adinolfi et al., 2004). Es posible que la 
CTR establezca interacciones que ayudan a estabilizar a la molécula con ambas hélices α. 
Adinolfi et al. (2004) reportaron que al intentar obtener la variante FXN91-198 mediante 
expresión en E. coli, obtuvieron la proteína persistentemente en la fracción insoluble de los lisados 
celulares y no hicieron esfuerzos por replegarla. En nuestro caso, obtuvimos resultados idénticos 
al expresar la variante FXN90-195, pero procedimos a la recuperación de la proteína a partir de 
los cuerpos de inclusión. 
Las señales espectroscópicas clásicas muestran que la conformación de FXN90-195 es de tipo 
nativa (Figura 3.8). Sin embargo, la variante silvestre muestra tanto mayor dispersión en los 
desplazamientos químicos (Figura 3.9) como bandas aumentadas de CD en el UV cercano (Figura 
3.8B) en comparación con la variante truncada, un resultado compatible con la pérdida de 
empaquetamiento terciario. Por otro lado, la eliminación del segmento C-terminal desestabiliza 
fuertemente la conformación global, tal como se observa en experimentos de desplegado térmico 
(valores de Tm N⇌U.  de 40 y 69 °C para FXN90-195 y FXN90-210, respectivamente) y químico 
(valores de ΔG°N⇌UH2O  de ~1.5 y ~9.2 para FXN90-195 y FXN90-210, respectivamente). La diferencia 
entre los valores de ∆Cp N⇌U obtenidos de los ajustes del modelo a los experimentos de 
desnaturalización indican que en ausencia de agentes caotrópico como urea o cloruro de 
guanidinio, el desplegado de FXN90-195 implicaría un cambio menor en el área accesible al 
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solvente que para la variante silvestre. La determinación mediante calorimetría diferencial de 
barrido del valor de ∆Cp N⇌U será un aporte importante en el futuro. 
La estabilidad termodinámica de FXN90-210 y FXN90-195 no depende del pH en el rango 
6.0−8.0 (Figura 3.13). Se observó un comportamiento similar para los homólogos de E. coli y de 
S. cerevisiae (Adinolfi et al., 2004). Por el contrario, en el caso del homólogo de Frataxina de la 
bacteria ártica P. ingrahamii (Roman et al., 2013), hemos observado una gran dependencia de la 
estabilidad con el pH en el mismo rango, indicando la importancia de particularidades en la 
secuencia aminoacídica. 
Consideramos también la posibilidad de que cambios en la dinámica del CTR podrían alterar 
la dinámica de la lámina β. Con respecto a esto último, W155 es uno de los seis sitios proteolíticos 
detectados luego de una incubación corta con quimotripsina, en el caso de la variante truncada. 
Por lo tanto, especulamos que cambios en la dinámica de la lámina β podrían producir 
modificaciones sustanciales de la superficie molecular de la FXN. En consecuencia, alteraciones 
de la CTR podrían alterar la unión y activación del complejo proteico SDUF, involucrado en el 
metabolismo del hierro y la biosíntesis de centros de Fe-S (Bridwell-Rabb et al., 2011), ajustando 
su función biológica. 
Aunque la variante FXN90-210 es marcadamente resistente a las proteasas, la quimotripsina 
puede remover un péptido de seis residuos de la CTR, sugiriendo que parte de la CTR de la FXN 
es bastante móvil, en contraste con el core de la FXN, en concordancia con los resultados de RMN 
(Figura 3.9) y con simulaciones computacionales de la dinámica molecular realizadas en nuestro 
laboratorio. Esto se ve reflejado en el incremento de movimientos internos en el extremo C, en los 
nano y pico secundarios (Correia et al., 2008). 
Un hecho interesante es que se detectaron dos mutaciones en la CTR en pacientes con ataxia 
de Friedreich: FXN 193Δ (Sacca et al., 2013) y FXN L198R (Al-Mahdawi et al., 2000). La última 
introduce una carga positiva en la superficie de interacción entre la CTR y residuos de ambas 
hélices. La variante FXN L198R produce cambios en la dinámica de la CTR, afectando la 
estabilidad y la dinámica del core de la proteína, aunque de forma más localizada que en el caso 
de FXN90-195 (ver Capítulo 6). 
En este contexto, proponemos que el desplegado local de la CTR podría ser el paso inicial 
para el rearreglo global de la FXN. La CTR parece jugar un rol relevante en la estabilización 
cinética de FXN, actuando como una traba conformacional que le confiere estabilidad 
termodinámica al estado nativo. En este modelo, la magnitud de la barrera desde el estado nativo 
al desplegado se ve fuertemente perturbada por remoción de la CTR o la introducción de la 
mutación L198R (ver Capítulo 7), lo que podría explicar la deficiencia funcional de estas variante 
(Al-Mahdawi et al., 2000; Sacca et al., 2013). En próximos capítulos mostraremos que la CTR no se 
encuentra estructurada en el estado de transición de la reacción de plegado y que únicamente 
afecta a la estabilidad del estado N, pero no a la del estado de transición. Además, mostraremos 
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con resolución al nivel de aminoácido cómo la eliminación de la CTR afecta a la movilidad interna 
de la proteína.  
Entre las regiones más móviles (en la escala de pico a nano-segundos), una de las más 
relevantes es probablemente el loop α1-b1 que, en conjunto con la hélice α1 y la hebra b1, forma 
parte de la zona de interacción con iones metálicos. Por otro lado, estudios de intercambio de 
protones amida 1H-15N- por protones de solvente (water-NOE heteronuclear) mostraron que los 
factores de protección en general son menores, compatible con estabilidades locales menores. En 
particular se observan aumentos del intercambio para la región correspondiente a la hélice α1 y 
al loop α1-b1. Estas características, en conjunto con una mayor tendencia a agregar y la incapacidad 
de mantener hierro biodisponible, crucial en la activación de enzimas como la aconitasa, y en el 
ensamblaje de complejos hierro azufre, se correlacionan perfectamente con el efecto patogénico 
de la truncación de la CTR (Sacca et al., 2013). 
Tomando en cuenta el rol preponderante de la CTR en la estabilización de la FXN por medio 
de la consolidación de una unidad estructural que depende de la interacción de la CTR con ambas 
hélices α, afectando directamente la población de subestados nativos en solución, inferimos que 
mutaciones en alguna de las hélices podrían también tener consecuencias en la estabilidad 
termodinámica, la dinámica, cinética de plegado, y la función biológica. Sugestivamente, la 
mutación del residuo L182 que media las interacciones apolares entre la hélice α2 y la lámina β, 
también se encuentra asociada con la ataxia de Friedreich, poniendo de manifiesto una posible  
relación entre L182F y la pérdida de  la función biológica (Forrest et al., 1998). La hélice α2 es 
anfipática y probablemente se estabiliza localmente por las leucinas L182, L185, L186, L190 y L194 
(Roman et al., 2010). Adicionalmente, los efectos del empaquetamiento terciario deberían ser 
tenidos en cuenta como una consecuencia de la presencia de cadenas laterales más voluminosas. 
En este capítulo, estudiamos la estabilidad de la FXN silvestre y de variantes con mutaciones 
en la CTR para explorar en detalle el vínculo entre estas propiedades y comprender más acerca 
del rol de la CTR en la estabilidad y la función de la FXN. En el Capítulo 6, presentamos el análisis 
de la dinámica de las mutantes FXN90-195 y FXN L198 para comprender cómo la estabilidad y la 
actividad biológica se encuentran vinculadas a los movimientos de las proteínas. Aquí hemos 
podido inferir que las interacciones establecidas por esta región de la molécula con el resto de la 
proteína afectan fuertemente la estabilidad global del dominio y permiten a la molécula modular 
finamente su dinámica. En particular, la remoción completa de la CTR (FXN90-195) tiene 
importantes consecuencias sobre la flexibilidad, y da lugar a la presencia de mayor 
heterogeneidad en el ensamble de conformaciones del estado N. En conjunto, los resultados 
indican que la CTR es un elemento crucial en la estabilización de FXN, que podrían jugar un rol 
en la función de la proteína, dada la existencia de mutaciones puntuales en esta región que llevan 
al desarrollo de ataxia de Friedreich.  
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4 Análisis Cuantitativo de la Estabilidad 
Local de la Región C-terminal de la 
Frataxina Humana 
 
La región C-terminal de la Frataxina humana está compuesta por 15 
residuos sin estructura secundaria periódica y forma una unidad terciaria 
cooperativa con el resto de la molécula. El desplegado local de esta región 
permitiría la modulación de la dinámica y de la estabilidad, jugando un rol 
clave en la función. Presentamos el análisis cuantitativo de la movilidad de 
diversas posiciones del extremo C a partir de la cinética de modificación de 
tioles en mutantes puntuales que introducen cisteínas como sondas 
reactivas. Observamos que este extremo presenta un comportamiento 
dinámico. Diferentes posiciones poseen una tasa de exposición distinta que 
puede depender de la región y del efecto de la introducción de una cisteína 
en dicho lugar. La movilidad de la región C-terminal puede ser modulada 
mediante el agregado de glicerol o urea. 
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Englander et al. (1972) 
La estabilidad local y su relevancia en la función proteica 
Si bien las proteínas suelen plegarse en conformaciones más o menos definidas, que 
corresponden al denominado estado nativo, de modo tal de minimizar la energía y maximizar la 
entropía del sistema, no son objetos rígidos sino más bien flexibles, con una dinámica que les 
permite interactuar con el entorno y cumplir su rol biológico. La multitud de interacciones 
intramoleculares débiles que estabilizan la conformación nativa tiene vidas medias en el orden de 
los femtosegundos a picosegundos, lo que implica que estos enlaces se forman y se rompen 
permanentemente, dando lugar a los eventos más rápidos de la dinámica molecular. Otros 
eventos propios de la dinámica proteica tienen lugar en escalas temporales mayores, y pueden ser 
de índole global o local, como discutimos en el Capítulo 6 en el que exploramos en detalle la 
dinámica de la Frataxina humana (FXN) en varios rangos temporales. Estos eventos, que son 
consecuencia de la flexibilidad conformacional, producen en conjunto la denominada respiración 
de la proteína.* 
El hecho de que ciertas regiones puedan experimentar eventos locales de desplegado—que 
tienen consecuencias significativas sobre una porción determinada, pero efectos sutiles sobre el 
resto de la molécula—sin significar ello el desplegado de la proteína, implica la existencia de 
múltiples subestados en torno al mínimo energético, que dan lugar al denominado ensamble de 
conformaciones nativas. Se ha descripto este tipo de fenómeno en un gran número de proteínas que 
requieren del desplegado local para permitir el ingreso de un ligando a una cavidad, como en la 
proteína de unión a retinol (Silvaroli et al., 2016), la interacción con el sitio activo, como en la 
transglutaminasa (Spolaore et al., 2012), la catálisis enzimática en sí misma como en las 
peroxirredoxinas (Perkins et al., 2013), e incluso como determinante de la tasa de degradación (Das 
et al., 2016) o de la capacidad de agregar de proteínas con tendencia a la formación de fibrillas 
                                                
Abreviaciones utilizadas en este capítulo 
BME: β-mercaptoetanol 
CD: dicroísmo circular 
DTNB: 5,5′-ditio-bis-(2-nitrobenzoico) 
DTDPy: 4,4′-ditiodipiridina 
FXN: Frataxina humana 
SASA: área accesible al solvente 
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amiloides (Ding et al., 2012). También se sugirió que las defensinas—un conjunto de péptidos 
catiónicos cortos, anfifílicos y ricos en cisteínas, capaces de neutralizar varias clases de 
exotoxinas—ejercerían su mecanismo de acción mediante el desplegado local de ciertas regiones 
de un gran número de proteínas microbianas y virales (Kudryashova et al., 2014). 
Cabe mencionar que las fluctuaciones a las que hacemos referencia se caracterizan por la 
escala temporal en que ocurren (componente cinético) y por la amplitud y direccionalidad del 
cambio (componente estructural). Esto pone en evidencia la multidimensionalidad de estos 
fenómenos. Asimismo, es importante notar la dependencia de la dinámica con las condicionas 
particulares del sistema en estudio (temperatura, pH, fuerza iónica, componentes del buffer, etc.), 
y comprender que manipular dichas condiciones permite alterar las poblaciones relativas de los 
estados y la cinética de interconversión entre ellos. 
De manera análoga a la idea de estabilidad global de una proteína, que es a lo que nos referimos 
cuando hablamos de estabilidad en general ΔG°N⇌U. , es posible definir la estabilidad local de una 
región como la diferencia de energía libre entre los estados involucrados, siempre que estos se 
encuentren en equilibrio (ver Capítulo 3). Si la diferencia de energía libre entre los estados es 
pequeña, entonces es posible considerar que el cambio estructural a que da lugar el desplegado 
se enmarca en la dinámica nativa de la proteína. Una diferencia mayor daría cuenta de un estado 
intermediario. Naturalmente, dicha diferencia deberá ser menor que la que determina la 
estabilidad global; si las estabilidades fueran similares, su tratamiento diferencial se tornaría 
inabordable porque el fenómeno de desplegado local podría explicarse por eventos de desplegado 
global. 
La flexibilidad de la región C-terminal de la Frataxina humana 
Como mencionamos en el capítulo anterior, el extremo C de la Frataxina humana (FXN) está 
compuesto por 15 residuos que carecen de estructura secundaria periódica (Dhe-Paganon et al., 
2000). Mediante el análisis de diferentes homólogos, se determinó que la longitud de dicha 
estructura está correlacionada con la estabilidad termodinámica (Adinolfi et al., 2004). En el 
capítulo anterior presentamos evidencia sustancial de que el extremo C de la FXN le confiere a la 
proteína la capacidad de adquirir una estructura estable, y que el conjunto de interacciones que 
establece dicha región con el resto de la proteína puede verse fuertemente afectado al modificar 
la cadena lateral de la leucina que ocupa la posición 198. Asimismo, nuestros resultados de 
proteólisis controlada indican que dicha región no es rígida, sino que probablemente posee una 
dinámica más exacerbada que la del resto de la molécula (ver Capítulo 6). En particular, el residuo 
Y205—localizado en la última sección de la región C-terminal—es el único sitio de proteólisis 
observado en la variante silvestre tras 4 horas de tratamiento con quimotripsina. De allí surge la 
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hipótesis de que el desplegado local de esta región permitiría la modulación de la dinámica 
estructural global y de la estabilidad mediante un mecanismo de apertura–cierre (Figura 4.1) con 
posibles implicancias en la función biológica como la interacción con otras proteínas o con hierro 
(ver Capítulo 5). Por su parte, sería esperable que la perturbación de la estabilidad global, producto 
de la alteración en la estabilidad local en esta región, conlleve un cambio en la movilidad interna 
de la macromolécula, aunque ni la predicción de la amplitud ni la escala temporal de los 
movimientos que caracterizan a este cambio resultan obvios teniendo como único elemento de 
análisis un modelo 3D de la estructura proteica.   
 
Figura 4.1. Desplegado local de la región C-terminal. En nuestra hipótesis de trabajo, los 
estados abierto y cerrado coexisten como subestados nativos. 
En este capítulo nos proponemos indagar sobre el fenómeno de desplegado local de la región 
C-terminal de la FXN. Presentamos el estudio de tres mutantes puntuales en las que se reemplaza 
un residuo de leucina, ubicado en las posiciones 198, 200 o 203, por uno de cisteína (Figura 3.4A). 
Las cisteínas son residuos reactivos en tanto se encuentre reducido su grupo sulfhidrilo. La 
modificación de tioles con distintas moléculas reactivas permite el análisis de la movilidad 
(intercambio conformacional) de diversas posiciones puntuales y la determinación de la 
contribución a la estabilidad de la interacción del extremo C con el resto de la molécula. De esta 
manera, empleando distintas condiciones de perturbación o estabilización, logramos comprender 
con mayor detalle el mecanismo de apertura–cierre, entendiendo más estrictamente como tal al 
proceso por el cual cada posición fluctúa entre una conformación expuesta y otra no expuesta, es 
decir, entre una reactiva y otra no reactiva. 
Dinámica de la región C-terminal 
Mediante el análisis de la reactividad diferencial de una cisteína colocada en diferentes 
posiciones a lo largo del extremo C, logramos caracterizar la dinámica de cada posición. Esto 
permitió calcular el cambio de energía libre asociado a la reacción cerrado⇌abierto, que da cuenta 
Apertura 
Cierre 
 
Conformación nativa  
cerrada (C) 
Conformación nativa 
abierta (O) 
———–– Capítulo 4: Análisis Cuantitativo de la Estabilidad Local de la Región C-terminal de la Frataxina Humana 
 │105 
de la estabilidad local, para explorar posibles contribuciones de dichas fluctuaciones a la 
estabilidad global de la proteína. Asimismo, pudimos evaluar la posible correlación entre la 
estabilidad local y global para cada mutante. 
En el contexto de la variante silvestre (FXN90-210) las leucinas mutadas interaccionan con el 
core, contribuyendo a la estabilidad de la interacción entre la proteína y el segmento C-terminal 
(Dhe-Paganon et al., 2000; Adinolfi et al., 2004). La mutación de leucina por cisteína produce el 
acortamiento de la cadena lateral en dos metilos, y reemplaza el Cg por un átomo de S (Figura 
3.4B). La alteración de la cadena lateral muy probablemente implica la pérdida de interacciones, 
y por lo tanto es posible que este tipo de mutación sea desestabilizante (Roman et al., 2012). Sin 
embargo, dado el carácter fuertemente apolar del tiol en su estado protonado (Nagano et al., 1999), 
es posible que éste reemplace al menos parcialmente las interacciones apolares de la leucina 
original y por lo tanto no debería resultar disruptiva. 
Así como es esperable que exista algún grado de perturbación en la estabilidad de las 
mutantes, también es probable que la modificación de leucina por cisteína altere la dinámica de 
la región C-terminal. Esto podría plantear una limitación al método, que pretende ser una 
herramienta para obtener información acerca del comportamiento de la variante silvestre. 
En el contexto de la proteína, la reactividad de las cisteínas depende de la accesibilidad del 
reactivo al tiol libre y de la modulación del estado de ionización, que determina la nucleofilicidad 
del grupo, por parte del entorno químico (por ejemplo, si el residuo está muy comprometido en 
interacciones iónicas con residuos vecinos podría no ser tan reactivo frente a una sonda), siendo 
el estado tiolato (−S−) aquel pasible de reaccionar. El ambiente apolar provisto por el core 
hidrofóbico de la proteína favorece la especie menos reactiva (−SH), en tanto que al exponerse al 
solvente (conformación abierta) será más probable la desprotonación del sulhidrilo. Por su parte, 
es claro que una cisteína oculta en el core de la proteína no tendrá acceso a la sonda química, que 
posee un volumen significativo, lo cual minimiza la reactividad de la conformación cerrada.  
Por lo tanto, es posible utilizar la reactividad del tiol libre como herramienta para evaluar la 
tasa de protección/desprotección del residuo como consecuencia de fluctuaciones 
conformacionales, y así inferir la dinámica de una posición particular del segmento C-terminal.  
Estudio de la dinámica de la región C-terminal 
Los residuos de cisteína que se encuentran protegidos en la conformación cerrada pueden ser 
modificados por una sonda reactiva únicamente si se exponen completamente al solvente. Esto 
puede ser consecuencia de eventos de desplegado global o local. En el primer caso, toda la 
molécula se desnaturaliza, en tanto que, en el segundo, una parte de la proteína pierde su 
estructura—en nuestro caso el extremo C—y el resto conserva su plegado nativo. 
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Para describir el proceso de desplegado local se utilizó un modelo que supone que, para una 
posición dada, los estados abierto (expuesto) y cerrado (no expuesto) se encuentran en equilibrio, 
definido éste por una constante de apertura (kopen) y una constante de cierre (kclose). A su vez, la 
conformación abierta puede reaccionar con un reactivo apropiado según una constante que da 
cuenta de la reactividad del tiolato con el reactivo (kmod). El modelo puede resumirse de la siguiente 
manera (Hvidt et al., 1966; Baldwin, 2011): 
Cerrada-SH + R-marca 
   kclose  
  kopen   
 Abierta-S– + R-marca
  kmod     Abierta-S-marca + R 
La velocidad de marcación depende de la magnitud de las constantes que rigen el avance de 
la reacción hacia la conformación marcada. Si kmod ≫ kclose (régimen de tipo EX1), entonces la 
constante observada para la reacción de marcación (kmarca) dependerá exclusivamente de kopen. Por 
otro lado, si kmod ≪ kclose (régimen de tipo EX2), entonces kmarca dependerá tanto de la constante de 
equilibrio de la reacción cerrada–SH ⇌ abierta–SH (KC⇌O) como de kmod (Krishna et al., 2004): 
 EX1: kmod ≫ kclose →	kmarca = kopen Ecuación 4.1 
 EX2: kmod ≪ kclose → kmarca = kmod × KC⇌O Ecuación 4.2 
Para saber en qué régimen se halla la reacción en determinadas condiciones experimentales, 
basta con obtener la constante de marcación en varias concentraciones de reactivo. Si las 
condiciones determinan un régimen de tipo EX1, entonces el valor de kmarca no variará porque solo 
depende de kopen, que es independiente de la concentración de reactivo. En el caso de un régimen 
de tipo EX2, la magnitud de kmarca depende de kmod, que a su vez varía linealmente con la 
concentración de reactivo. 
Debido a que en condiciones de tipo EX2 la constante observada (kmarca) depende de la 
constante de equilibrio de la reacción cerrada⇌abierta y de kmod—que únicamente depende de la 
naturaleza química del reactivo y del tiolato—es posible determinar la energía libre de desplegado 
local midiendo la kmarca. Por su parte, el valor de kmod es la constante de la reacción de la sonda 
reactiva con un tiol libre completamente accesible, como por ejemplo β-mercaptoetanol, cisteína 
o glutatión reducido. 
La constante cinética observada (kmarca) puede escribirse en función de las constantes 
microscópicas de la reacción como kmarca = kopen  kmodkopen + kclose + kmod (Isom et al., 2010; Isom et al., 2011). Si se 
trabaja en un régimen de tipo EX2, donde kmod ≪ kclose, puede despreciarse la contribución de kmod 
en el denominador. En consecuencia, 
 kmarca = kopen kmodkopen + kclose + kmod 	 E≅EX2 	 kopen kmodkopen + kclose Ecuación 4.3 
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Por otro lado, la energía libre de una reacción en equilibrio puede escribirse en función de la 
constante que define dicho equilibrio: 
  ΔGC⇌Oo = −RT ln kopen  kclose  Ecuación 4.4 
Combinando las Ecuaciones 4.3 y 4.4 es posible hallar una relación entre la constante medida 
experimentalmente para la reacción global (kmarca) y el ΔGC⇌Oo : 
 
kopen kmod
kopen + kclose
= kmod
1 + 	kclose kopen = kmod1 + ( ΔGC⇌Oo RT  Ecuación 4.5 
Despejando ΔGC⇌Oo  se obtiene: 
 ΔGC⇌Oo = RT ln kmod	– kmarcakmarca , Ecuación 4.6 
que permite calcular el valor de ΔGC⇌Oo  conociendo únicamente las constantes observadas de las 
reacciones de modificación química de una proteína (kmarca) y de un tiol totalmente accesible (kmod). 
Modificación de residuos de cisteína 
Para estimar la dinámica de la región C-terminal se utilizaron dos sondas reactivas de 
diferente tamaño y carga: ácido 5,5′-ditio-bis-(2-nitrobenzoico) (DTNB)—también conocido como 
reactivo de Ellman—y 4,4′-ditiodipiridina (DTDPy). Ambos reactivos están formados por dos 
anillos aromáticos idénticos entre sí, unidos mediante un enlace disulfuro (Figura 4.2). El DTNB 
consiste en dos anillos fenólicos derivatizados con un ácido carboxílico que le aporta carga 
negativa y un grupo nitro, unidos a través de la posición 5 de los anillos. Por su parte, el DTDPy 
consta de dos piridinas unidas a través de la posición 4 del anillo.  
 
 
Figura 4.2. Reactivos utilizados para evaluar la accesibilidad de las cisteínas. Se muestran las 
estructuras químicas del ácido 5,5′-ditio-bis-(2-nitrobenzoico) o reactivo de Ellman (DTNB) y 
de la 4,4′-ditiodipiridina (DTDPy).  
Una molécula con un sulfhidrilo libre en su forma de tiolato es capaz de reaccionar con uno de 
los tioles del DTNB o del DTDPy para rendir un disulfuro mixto (proteína marcada) y una 
molécula de ácido 5-tio-2-nitrobenzoico (TNB)) o 4-tiopiridina (TPy–) respectivamente: 
DTNB=                          DTDPy 
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R-S– + DTNB=                 R-S-S-TNB– + TNB= 	
R-S– + DTDPy                  R-S-S-TPy + TPy– 
 Para el caso particular del β-mercaptoetanol, el producto de la reacción del DTNB y del 
DTDPy con el tiolato puede reaccionar con otra molécula de β-mercaptoetanol (BME) para generar 
un dímero de β-mercaptoetanol (BME-S-S-BME) y una segunda molécula de TNB= o TPy–, 
respectivamente: 
DTNB 
 
 
BME– + DTNB=                 BME-S-S-TNB– + TNB= 
BME– + BME-S-S-TNB–                 BME-S-S-BME + TNB= 	
DTDPy 
 
 
BME– + DTDPy	                 BME-S-S-TPy + TPy– 
BME– + BME-S-S-TPy                 BME-S-S-BME + TPy– 	
Si bien la producción de TNB) o la de TPy– es estequiométrica ([BME]inicial = [TNB]final), el 
impacto de la segunda reacción sobre la cinética dependerá de la magnitud de su constante de 
velocidad, relativa a la de la primera. El modelo que asumimos no contempla la segunda reacción, 
siendo necesario favorecer la primera para disminuir su incidencia sobre la traza cinética. Para 
ello es necesario garantizar que la concentración de reactivo siempre se encuentre en exceso con 
respecto al disulfuro mixto. Dado que para lograr dicha condición es necesario que la 
concentración de reactivo se encuentre en exceso con respecto al tiol libre, esto permite—
además—considerar que las reacciones se desarrollan en pseudo-primer orden, simplificando 
notablemente el análisis de los datos experimentales.  
Cabe destacar que, en el caso de las proteínas, la formación de dímeros FXN-S-S-FXN por un 
mecanismo análogo al descripto para el β-mercaptoetanol parece ser poco probable, dado que no 
se observan dímeros covalentes—ni siquiera en soluciones envejecidas—de estas variantes. 
Asimismo, la concentración efectiva de tioles libres a considerar a fin de establecer el exceso de 
reactivo, representa la fracción de proteína en la que la cisteína se encuentra en conformación 
abierta (accesible al solvente), que como veremos más adelante es pequeña en todas las variantes. 
El avance de la reacción es muy fácilmente medible debido a que las hemimoléculas de ambos 
reactivos presentan espectros de absorción diferenciales respecto al reactivo original (Figura 4.3). 
En las longitudes de onda utilizadas para seguir la reacción (425 nm para el DTNB y 324 nm para 
el DTDPy), no hay absorción por parte de la proteína. 
Para la determinación de la reactividad de la cisteína de cada variante, se prepararon 
soluciones de proteína (o de β-mercaptoetanol como modelo de tiol libre) 30 µM en buffer Tris·HCl 
20 mM, NaCl 100 mM, pH 7.0 con concentraciones variables de DTNB o DTDPy (0 a 3 mM). Una 
vez agregado el reactivo, se homogenizó suavemente la solución y se transfirió a una cubeta para 
seguir el cambio de absorbancia en espectrofotómetro termostatizado a 25 °C. A los datos 
obtenidos se les ajustó una curva monoexponencial; las constantes de velocidad observadas 
obtenidas de varias réplicas de cada experimento fueron promediadas. 
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Figura 4.3. Seguimiento del avance de reacción. Espectro de absorción de (A) DTNB y TNB=, 
y (B) DTDPy y TPy– en concentración 50 µM. Para obtener TNB= y TPy–, se agregó exceso de β-mercaptoetanol a los reactivos correspondientes. Las curvas mostradas están corregidas por 
buffer y solución de β-mercaptoetanol. La curva gris muestra el espectro de absorción de FXN 
30 µM. Para calcular la concentración de TNB= y TPy–, se consideró que una molécula de DTNB 
o DTDPy al reaccionar con β-mercaptoetanol rinde dos moléculas de TNB= o TPy– 
respectivamente. Las líneas verticales indican las longitudes de onda utilizadas para seguir la 
reacción en cada caso: 425 nm para DTNB y 324 nm para DTDPy. 
Caracterización estructural de las variantes de cisteína 
A fin de predecir el grado de exposición de las cisteínas en el contexto de la proteína, como 
una primera aproximación, se generaron las mutantes in silico sobre la estructura cristalográfica 
(PDB: 1EKG) y se les aplicó la rutina repair de minimización de FoldX (http://foldxsuite.crg.eu/). 
Los archivos obtenidos fueron analizados con el programa MOL-MOL para obtener el valor de 
área accesible al solvente de la cisteína, y con los servidores PROPKA3 (Olsson et al., 2011; 
Sondergaard et al., 2011) y H++ (Anandakrishnan et al., 2012) para obtener estimaciones del pKa 
del tiol. Es importante notar que esta aproximación no contempla a la dinámica de la proteína, ni 
tiene en cuenta el efecto de la introducción de la mutación puntual sobre la estabilidad 
termodinámica. 
La predicción de área accesible al solvente indicó que los residuos de cisteína expondrían una 
superficie menor al 10 %. Las predicciones de pKa muestran que las cisteínas se encontrarían 
protonadas en un amplio rango de pHs, en particular en el rango de trabajo, y por lo tanto se 
comportarían como un residuo apolar, capaz de conservar las interacciones hidrofóbicas que 
establece la leucina en el contexto de la proteína silvestre (Tabla 4.1 y Figura 4.4). Sin embargo, en 
virtud de la naturaleza dual (polar−apolar) de la cisteína, no podemos descartar que existan 
interacciones polares entre la cadena lateral de dicho aminoácido y una serie de residuos en el 
interior de la FXN. En particular, este comportamiento podría tener lugar en el caso de la variante 
FXN L203C, que se discute más adelante. 
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TABLA 4.1. PREDICCIONES PARA LAS CISTEÍNAS INTRODUCIDAS.  
Parámetro FXN L198C FXN L200C FXN L203C 
ASA (MOL-MOL)* 8.4 % (Cys) 7.2 % (S) 
1.3 % (Cys) 
0.7 % (S) 
8.3 % (Cys) 
17.7 % (S) 
pKa (PROPKA3) 10.2 11.5 9.7 
pKa (H++) >12 >12 >12 
Los cálculos fueron realizados sobre las estructuras reparadas mediante FoldX. 
*Se indica el valor de área accesible al solvente (ASA) para la cisteína completa y para 
el átomo de azufre únicamente. 
   
.L198C.                                L200C                               .L203C. 
 
Figura 4.4. Área accesible al solvente. Representación del área accesible para cada una de las 
variantes construidas in silico a partir de la estructura cristalográfica de la proteína silvestre 
(PDB: 1EKG), y reparadas con la rutina de minimización de FoldX. El átomo de azufre de cada 
cisteína se muestra en amarillo. En cada caso se seleccionó la vista que mejor muestra la 
exposición del átomo de azufre. 
       
Figura 4.5 Caracterización espectroscópica de las variantes de cisteína. (A) Espectro de CD 
en el UV-lejano y (B) UV-cercano. (C) Espectro de emisión de fluorescencia (excitación a 
295 nm) de las variantes de FXN en presencia (U) y ausencia (N) de urea 8.0 M. Todos los 
espectros fueron adquiridos a 25 ºC en buffer Tris·HCl 20 mM, NaCl 100 mM, pH 7.0. 
Los espectros de dicroísmo circular (CD) en el UV-lejano y cercano muestran que el contenido 
de estructura secundaria, así como el empaquetamiento terciario son similares a los de la variante 
silvestre (Figura 4.5). Sin embargo, a 270 nm se observan diferencias que podrían ser compatibles 
con cambios locales en el entorno de ciertos residuos aromáticos. Resaltamos que se han 
observado alteraciones de similar magnitud en esta región del espectro para otras variantes de 
———–– Capítulo 4: Análisis Cuantitativo de la Estabilidad Local de la Región C-terminal de la Frataxina Humana 
 │111 
FXN producidas en el laboratorio, lo que nos hace pensar que la rigidez en el entorno de algunos 
de los residuos aromáticos es particularmente sensible a cambios sutiles de empaquetamiento o 
de movilidad interna. Asimismo, la longitud de onda de máxima intensidad de fluorescencia es 
337 nm, indicando que la emisión ocurre desde un entorno apolar. En presencia de urea 8.0 M, la 
longitud de onda de máxima emisión se corre a 352 nm, compatible con el desplegado completo 
de la proteína (Figura 4.5C). 
Para estudiar el efecto de las mutaciones sobre la flexibilidad de la proteína en términos 
generales, realizamos experimentos de proteólisis limitada con quimotripsina analizados 
mediante espectrometría de masa (Figura 4.6). La gran resistencia a la acción de proteasas que se 
observa para las mutantes—al igual que la variante silvestre—es un indicador de su rigidez. 
 
Figura 4.6. Pulso de proteólisis de las variantes de cisteína. La variante silvestre y las 
mutantes de cisteína, en concentración 1.0 mg ml−1, fueron incubadas con quimotripsina en 
relación 1:100, en buffer Tris·HCl 20 mM, NaCl 100 mM, EDTA 1 mM, pH 7.0, a 25 ºC. La 
reacción fue detenida a los 30 segundos mediante el agregado de PMSF 1 mM. Las muestras 
fueron analizadas mediante espectrometría de masas. 
Si bien en la Figura 4.6 solo se muestra el resultado de aplicar un pulso de proteólisis de 30 
segundos, no se observa mayor digestión luego de tratamientos más prolongados (30 min). Por 
su parte, en los casos de las variantes FXN90-195 y FXN L198R se evidencia significativa 
sensibilidad a proteasas tras los primeros 30 segundos de incubación (ver Capítulo 6). 
Caracterización termodinámica de las mutantes de cisteína 
Un cambio mayor en la estabilidad termodinámica podría impedirnos la aplicación del 
abordaje experimental propuesto. Por ejemplo, si el valor de la constante de desplegado KN⇌U en 
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ausencia de desnaturalizante estuviera incrementado, la fracción de moléculas en estado 
desplegado podría ser suficientemente importante como para que la reacción de marcación 
procediera significativamente desde U y no desde un subestado de N. 
Para investigar si las mutaciones puntuales de cisteína resultan desestabilizantes, se 
realizaron experimentos de desplegado químico y térmico en equilibrio. Se realizó un ajuste global 
de un modelo de dos estados, asumiendo un mismo valor para el parámetro mN⇌U. —la 
dependencia de la energía libre con la concentración de desnaturalizante—para las tres variantes 
de cisteína y la variante silvestre (Figura 4.7, Tabla 4.2 y Tabla 4.3). 
         
Figura 4.7. Experimentos de desplegado en equilibrio de las variantes de cisteína. 
Desplegado inducido por urea seguido por (A) CD a 220 nm y (B) fluorescencia de triptofanos 
a 335 nm (excitación a 295 nm). Las proteínas fueron incubadas durante 3 horas a temperatura 
ambiente con concentraciones variables de urea (0 a 8.0 M) en buffer Tris·HCl 20 mM, NaCl 
100 mM, pH 7.0 antes de medir fluorescencia o CD; las determinaciones se realizaron a 25 ºC. 
(C) Desplegado térmico seguido por CD a 220 nm. Los experimentos fueron realizados en buffer 
fosfato de sodio 20 mM, NaCl 100 mM, pH 7.0. Las muestras fueron calentadas de 20 a 90 °C, 
a razón de 1 °C min−1. En todos los casos, las curvas continuas muestran ajustes de un modelo 
de dos estados a los datos experimentales, según se describe en el Apéndice E. 
TABLA 4.2. PARÁMETROS TERMODINÁMICOS OBTENIDOS DE UN AJUSTE DE UN MODELO DE DOS ESTADOS A LOS 
RESULTADOS EXPERIMENTALES DE DESPLEGADO EN EQUILIBRIO INDUCIDO POR UREA DE LAS VARIANTES DE 
FXN, SEGUIDO POR CD A 220 NM Y EMISIÓN DE FLUORESCENCIA DE TRP A 335 NM. 
 Fluorescencia  CD 
Variante ΔΔG°N⇌UH2O  * 
(kcal mol−1) 
ΔG°N⇌UH2O  
(kcal mol−1) 
Cm N⇌U.  
(M) 
ΔΔG°N⇌UH2O  * 
(kcal mol−1) 
ΔG°N⇌UH2O  
(kcal mol−1) 
Cm N⇌U.  
(M) 
FXN90-210 — 09.2 ± 0.2 4.90 ± 0.04 — 9.1 ± 0.2 4.90 ± 0.04 
 FXN L198C −1.0 ± 0.3 08.1 ± 0.2 4.40 ± 0.04 −1.0 ± 0.3 8.1 ± 0.2 4.37 ± 0.04 
FXN L200C −2.0 ± 0.3 07.2 ± 0.2 3.88 ± 0.04 −1.8 ± 0.3 7.3 ± 0.2 3.92 ± 0.04 
FXN L203C −1.0 ± 0.3 10.1 ± 0.3 5.48 ± 0.04 −0.9 ± 0.4 9.9 ± 0.3 5.37 ± 0.04 
Los valores de los parámetros fueron obtenidos del ajuste del modelo de dos estados a los datos que se presentan 
en la Figura 4.7 A y B, según se describe en el Apéndice E. Para realizar dicho ajuste, se incluyeron simultáneamente 
los resultados de fluorescencia y CD de todas las variantes, utilizando un valor único para el parámetro mN⇌U.  para 
el cual se obtuvo un valor de 1.83 ± 0.05 kcal mol−1 M−1. Dicho número es considerablemente mayor al mN⇌U.  inferido 
para la FXN en función de su tamaño: 1.45 kcal mol−1 M−1 (Myers et al., 1995). 
* ΔΔG°N⇌UH2O = ΔG°N⇌UH2O, silvestre − ΔG°N⇌UH2O, mutante 
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Ambos experimentos indican que las mutaciones alteran la estabilidad de la molécula. Tanto 
la Cm N⇌U como la Tm N⇌U disminuyen en el caso de FXN L198C y FXN L200C. Por el contrario, 
se observa un aumento significativo tanto de la Cm N⇌U como de la Tm N⇌U para FXN L203C. El 
desplegado de las variantes es reversible, tal como lo indica el hecho de que se recupere la señal 
original luego de enfriar las muestras en un experimento de desplegado térmico. 
Las mutaciones L198C y L200C desestabilizan a la molécula en 1 y 2 kcal mol−1, 
respectivamente. Por su parte, la mutación L203C estabiliza en 1 kcal mol−1 con respecto a la 
variante silvestre. Las tres variantes presentan curvas de desplegado compatibles con un modelo 
de dos estados en equilibrio (N⇌U), tal como indica la similitud de los parámetros obtenidos al 
ajustar el modelo a los datos de desplegado seguido por CD y fluorescencia (superposición de las 
curvas).  
Tabla 4.3. PARÁMETROS TERMODINÁMICOS OBTENIDOS DE UN AJUSTE DEL 
MODELO DE DOS ESTADOS A LOS DATOS DE LOS EXPERIMENTOS DE 
DESPLEGADO TÉRMICO EN EQUILIBRIO SEGUIDO POR CD A 220 NM. 
Variante 
ΔHN⇌U.  
(kcal mol−1) 
Tm N⇌U.  §  
(ºC) 
ΔGN⇌U25°C  * 
(kcal mol−1) 
FXN90-210 104 ± 10 69.4 ± 0.4 8.0 ± 1.2 
 FXN L198C 101 ± 90 66.1 ± 0.3 7.5 ± 1.0 
FXN L200C l 87 ± 8 l 62.3 ± 0.3 5.7 ± 0.8 
FXN L203C 109 ± 10 71.0 ± 0.4 8.7 ± 1.3 
Los valores de los parámetros fueron obtenidos del ajuste no lineal del modelo a 
los datos que se presentan en la Figura 4.7C según se describe en el Apéndice E. 
Se realizó un ajuste global incluyendo los resultados de los experimentos de todas 
las variantes, utilizando un mismo valor para el parámetro ∆CPN⇌U—la diferencia 
de capacidad calorífica entre los estados nativo y desplegado—para todas las 
variantes, que se calculó en 1.8 ± 0.3 kcal mol−1 K−1. 
* ΔG°N⇌U 25°C  es el valor de energía libre de desplegado a 25 °C. 
§ Tm N⇌UH2O  es la temperatura a la que el 50 % de las moléculas se encuentra en estado 
desplegado ΔG°N⇌UTm. = 0 . 
Analizamos también la dependencia de la estabilidad con el pH en el rango 6.0 a 8.0. La 
introducción de un sulfhidrilo podría alterar la estabilidad en un pH cercano a su pKa, donde se 
estabiliza la forma tiolato, debido a la introducción de una carga negativa que perturbaría el 
entorno apolar de la cisteína.	
 No se detectó ningún efecto significativo del pH en el rango estudiado, sugiriendo que hasta 
pH 8.0, la forma tiolato no se halla significativamente poblada en ninguna de las variantes (Figura 
4.8). Esto es consistente con las predicciones de pKa realizadas in silico (Tabla 4.1), y permite inferir 
que en las condiciones habituales de trabajo (pH 7.0) la cisteína de las tres variantes estaría 
protonada, y por lo tanto se comportaría como un residuo hidrofóbico. 
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Figura 4.8. Dependencia de la estabilidad con el pH. Se realizaron experimentos de 
desplegado térmico, seguido por CD a 220 nm, a pH 6.0, 7.0 y 8.0 de (A) FXN L198C, (B) 
FXN L200C y (C) FXN L203C. Los experimentos fueron realizados en buffer fosfato de sodio 
20 mM, NaCl 100 mM. 
En efecto, el hecho de que la alteración de la estabilidad global de las variantes de cisteína no 
sea dramática se debe, al menos en parte, a que la cisteína es capaz de satisfacer en un grado 
importante las interacciones que originalmente establece la leucina.  
Cinética de modificación de cisteínas 
Para explorar el efecto de la alteración de la red de interacciones que establecen los residuos 
localizados en la región C-terminal sobre la dinámica, estudiamos la reactividad de los grupos 
sulfhidrilo introducidos en las posiciones 198, 200 y 203. La reactividad de una cisteína con un 
reactivo dado depende del entorno químico de la misma y de la tasa de exposición al solvente del 
tiol, que determina en definitiva el grado de acceso del reactivo.  
La variante L200C exhibe la mayor reactividad, seguida por L198C, con una reactividad 
significativamente menor que la primera. La variante L203C posee la menor velocidad de 
modificación entre las tres mutantes estudiadas (Figura 4.9).  Estos resultados están de acuerdo 
en forma general con resultados de las simulaciones de dinámica molecular en las que se observa 
que la posición 203 permanece mucho más protegida del solvente que las posiciones 200 y 198. 
A los datos obtenidos se les ajustó una curva monoexponencial, una monoexponencial más 
una recta y una curva biexponencial. Se evaluó el mejor modelo de ajuste mediante el criterio de 
información de Akaike (AIC).  
La reactividad de las tres variantes es mucho menor que la observada para el β-mercaptoetanol, indicando que sin importar la posición en que se coloque la cisteína, existe al 
menos algún grado de protección del tiol o de influencia de la estructura proteica sobre la 
reactividad. Asimismo, dado que la reacción efectivamente ocurre, debe existir un proceso 
dinámico que dé lugar a la exposición y ocultamiento del grupo sulfhidrilo para que éste sea 
accesible a los reactivos, pero únicamente durante una fracción del tiempo. Adicionalmente, dado 
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que DTNB y la DTDPy poseen superficies de van der Waals de 434 y 277 Å2, respectivamente, el 
grado de exposición de la cisteína necesario para que los reactivos puedan reaccionar con la misma 
sería significativo. 
       
       
Figura 4.9. Reactividad de las mutantes de cisteína. Se determinó la reactividad de las 
variantes de cisteína y de β-mercaptoetanol frente a DTNB (A-C) y DTDPy (D-F). (A) y (D) 
muestran los primeros 15 minutos de una reacción típica, utilizando 1 mM de reactivo (DTNB 
o DTDPy). Se obtuvieron curvas similares para las diferentes variantes de FXN y β-mercaptoetanol a diferentes concentraciones de reactivo. Se ajustó una función 
monoexponencial a los datos obtenidos para calcular la kmarca de cada variante de FXN (B y E), 
y la kmod intrínseca de la reacción a partir de las curvas de β-mercaptoetanol (C y F). A partir de 
la regresión lineal de las constantes de pseudo-primer orden obtenidas para cada 
concentración de reactivo se obtuvieron las constantes cinéticas independientes de la 
concentración (mM−1 s−1), que se indican en los paneles correspondientes (B, C, E y F). Las 
reacciones fueron realizadas a 25 °C, utilizando FXN o β-mercaptoetanol 30 µM, en buffer 
Tris·HCl 20 mM, NaCl 100 mM, pH 7.0. BME: β-mercaptoetanol. 
Se obtuvieron las constantes de marcación, kmarca, para cada una de las variantes en diferentes 
concentraciones de reactivo. Si bien a los fines de calcular la energía libre asociada al proceso de 
apertura–cierre del extremo C solamente sería necesario contar con la determinación de kmod y kmarca 
en idénticas condiciones—en particular, para una misma concentración de reactivo—la 
determinación de kmarca para varias concentraciones de reactivo es necesaria para establecer el 
régimen en que ocurre la reacción. Asimismo, dado que se trata de una reacción de segundo 
orden, permite obtener la constante de modificación independiente de la concentración de 
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reactivo, así como también obtener un valor más preciso proveniente de una regresión de 
múltiples datos experimentales. Los mismos criterios son válidos en cuanto a la determinación de 
la constante de la reacción de un tiol libre, kmod.  
Utilizando los valores obtenidos de kmarca y kmod se calculó, para cada reactivo, el valor de ΔG.
o 
del proceso de apertura–cierre utilizando la Ecuación 4.6 (Figura 4.10). 
  
Figura 4.10. Estabilidad global y local de las variantes de cisteína. Valores de ΔGN⇌Uo  
obtenidos a partir de un ajuste a un modelo de dos estados de los datos de desplegado en 
equilibrio seguido por CD (Tabla 4.2), y valores de ΔGC⇌Oo  obtenidos con DTNB y con DTDPy. 
Las barras representan el error del ajuste del modelo de dos estados (desplegado global, 
ΔGN⇌Uo  urea), o de la regresión lineal de kmod y kmarca en función de la concentración de reactivo 
(Figura 4.9 B, C, E y F), propagado en el cálculo de energía libre (desplegado local, 
ΔGC⇌Oo 	DTNB y ΔGC⇌Oo  DTDPy). 
La reactividad de las mutantes sugiere que las perturbaciones específicas de las interacciones 
hidrofóbicas entre el extremo C y el core de la FXN llevan a cambios en la estabilidad global y la 
dinámica de la región C-terminal (Tabla 4.4 y Figura 4.10). Sin embargo, las variantes son estables, 
indicando que las interacciones del C-terminal con el core de la molécula están parcialmente 
conservadas. En los tres casos se observa una correlación entre la estabilidad local y la estabilidad 
global, sugiriendo que la alteración en la estabilidad producida por la cisteína a nivel local tiene 
un correlato en la misma dirección a nivel global. Estos resultados son consistentes con la 
importante disminución de estabilidad, sumada al notable incremento en la movilidad del 
extremo C que se observa en el caso de la mutante L198R (ver Capítulos 3 y 6). 
La accesibilidad de los reactivos al tiolato podría ocurrir debido a eventos de desplegado 
global; tal sería el caso de una cisteína totalmente oculta, que no se encuentra en una región cuya 
dinámica le permita exponerse sin que la molécula se despliegue completamente. Para una 
proteína con un comportamiento de dos estados, dichos eventos de desplegado se dan de acuerdo 
con la constante de equilibrio de la reacción N⇌U (KN⇌U). En condiciones nativas (por ejemplo, 
condiciones fisiológicas), para la mayoría de las proteínas la proporción de moléculas en estado 
U es varios órdenes de magnitud menor que la de moléculas en estado N. Como se observa en los 
valores de constantes de equilibrio calculadas (Tabla 4.4), en nuestro caso no es posible explicar 
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la modificación de cisteínas con eventos de desplegado global, siendo KN⇌U al menos 4 órdenes 
de magnitud menor que la constante de equilibrio para la reacción C⇌O (KC⇌O). 
Asimismo, el DTNB y el DTDPy presentan velocidades de modificación significativamente 
distintas, siendo el DTDPy más reactivo que el DTNB. Consecuentemente, los valores de ΔGC⇌Oo  
obtenidos para DTDPy son menores que para el DTNB. Sin embargo, cuando se comparan las tres 
variantes, el orden de velocidad se conserva. El DTNB es una molécula cargada y más voluminosa 
que el DTDPy, que está compuesto únicamente por dos anillos piridínicos unidos por un enlace 
disulfuro. El DTDPy podría acceder más fácilmente a la región de interacción de la cisteína con 
residuos del core hidrofóbico, o podría tener acceso a tioles parcialmente expuestos, pudiendo ser 
este el motivo por el cual se observa una reactividad diferencial entre las sondas.  
Resulta más intuitivo pensar en función de las inversas de las contantes de equilibrio (fN/fU 
o fC/fO), que dan cuenta de cuantas moléculas se encuentran en conformación nativa por molécula 
desplegada en el caso de la reacción N⇌U, y cuantas se encuentran en conformación cerrada por 
molécula en conformación abierta en el caso de la reacción C⇌O (Tabla 4.4). Observamos que en 
todos los casos la relación fN/fU es al menos 4 órdenes de magnitud mayor que fC/fO. 
Tabla 4.4. CONSTANTES DE EQUILIBRIO DE LAS REACCIONES DE DESPLEGADO LOCAL 
(C⇌O) Y DE DESPLEGADO GLOBAL (N⇌U). 
  FXN L198C FXN L200C FXN L203C 
Equilibrio C⇌O 
DTNB 
KC⇌O 3×10−3 4×10−2 5×10−4 
fC/fO† 3×102 3×101 2×103 
Equilibrio C⇌O 
DTDPy 
KC⇌O 8×10−3 2×10−1 3×10−3 
fC/fO† 1×102 6×100 4×102 
Equilibrio N⇌U 
Urea, CD 
KN⇌U* 9×10−7 4×10−6 4×10−8 
fN/fU† 1×106 3×105 3×107 
*Los valores de constante se obtuvieron ajustando un modelo de dos estados (ver 
Apéndice E) a los resultados de experimentos de desplegado en equilibrio inducido por 
urea seguido por CD (Tabla 4.2). 
†La relación entre fracción cerrada (C) y abierta (O), o entre fracción nativa (N) y desplegada 
(U) se obtuvo calculando la inversa de las respectivas constantes de equilibrio. 
Si comparamos a las variantes L198C y L203C, que desde el punto de vista de la estabilidad 
global son 1 kcal mol−1 más inestable y 1 kcal mol−1 más estable que la variante silvestre, 
respectivamente, la diferencia de energía libre entre las formas abierta y cerrada determina que (al 
estudiar el mecanismo con DTNB) cerca de 3/100 y 2/1 000 moléculas se encuentren en estado 
abierto. Si asumimos de manera preliminar un modelo sencillo en el cual el comportamiento del 
extremo C puede representarse por ambas posiciones (198 y 203) y dado que estas mutaciones 
producen perturbaciones menores de la termodinámica de la variante silvestre (±1 kcal mol−1), 
entonces podríamos imaginar una situación en la que una fracción de las moléculas (entre 
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30/1 000 y 2/1 000) que conforman el ensamble nativo de la proteína silvestre presentaría a la 
región C-terminal o parte de ésta en una conformación localmente desorganizada, mientras que 
un número importante de las moléculas (entre 970/1 000 y 998/1 000) presentaría esta región 
perfectamente empaquetada contra el resto de la proteína.  
Asimismo, podríamos reinterpretar los resultados considerando un modelo más complejo, 
que incluya al estado intermediario (I) que hemos detectado al estudiar la cinética de la reacción 
de plegado mediante experimentos de mezclado rápido (ver Capítulo 7): N⇌I⇌U (Figura 4.11). 
Este punto resulta relevante, dado que el estado I posee la región C-terminal desestructurada; por 
lo tanto, una sonda localizada en esa zona de la molécula podría ser tan reactiva como lo es en el 
contexto del estado U. En consecuencia, la velocidad de marcación que observamos podría 
deberse al intercambio N⇌I y no a fenómenos de desplegado local en el contexto del estado N, 
C⇌O, como hemos propuesto. 
 
Figura 4.11 Esquema de las fluctuaciones conformacionales de la FXN. La FXN humana 
adquiere su estructura nativa a través de un intermediario de plegado (I) que posee baja 
compactación y un ~60 % de la estructura secundaria del estado nativo. Nuestra hipótesis de 
trabajo postula que existen al menos dos subestados nativos que difieren en el grado de 
estructuración de la región C-terminal: un estado cerrado (C), en el cual los residuos de dicha 
región se encuentran ocultos, y un estado abierto (O), en el cual el extremo C tiene mayor 
accesibilidad al solvente y puede reaccionar para generar la proteína marcada (M). Tanto C 
como O son conformaciones nativas, distintas a I y U. Sin embargo, al igual que O, I—que 
posee al extremo C desestructurado (ver Capítulo 7)—y U pueden reaccionar con los reactivos 
(y ser consideradas abiertas) con una constante kmod. El estado nativo en conformación O puede 
convertirse en I y éste en U. Asimismo, es posible que C pueda convertirse en I sin pasar 
obligadamente por O (flecha punteada).  
En un primer análisis podemos comparar las diferencias en los valores de ΔG°N⇌IH2O obtenidos 
para las variantes FXN L203C y FXN L198C (8 y 6 kcal mol−1, respectivamente). Claramente la 
especie reactiva predominante en el equilibrio es la forma nativa en estado abierto y no el 
intermediario. Si consideramos las constantes cinéticas que rigen la interconversión entre estados, 
podemos analizar la contribución a la tasa de marcación de cada uno de los tres estados reactivos 
O C 
I 
U 
M 
kIN     kNI 
kmod 
kmod 
kmod 
KC⇌O = kopenkclose 
           (kclose ≫ kmod) 
kIU
kUI
= KI⇌U 	(kUI ≫ kIN) 
       kNI 
kIN 
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que distinguimos en la Figura 4.11: abierto (O), intermediario (I) y desplegado (U). A modo de 
ejemplo, simulamos la reacción de marcación de la variante FXN L198C con DTNB (Figura 4.12A). 
De esta manera estimamos la contribución de cada especie a la velocidad observada en los 
experimentos. Utilizamos el programa COPASI (Hoops et al., 2006) para simular el modelo que se 
describe en la Figura 4.11. A fin de distinguir qué especies contribuyen al resultado experimental 
observado, en las simulaciones se permitió a la reacción progresar indistintamente desde 
cualquier conformación reactiva (O, I o U), únicamente desde I o U, o bien solamente desde U. 
 
Figura 4.12 Simulaciones de la reacción de marcación. Se simuló la reacción de modificación 
de la variante FXN L198C con DTNB 1 mM con el programa COPASI (Hoops et al., 2006). (A) 
En las simulaciones se permitió a la reacción progresar indistintamente desde cualquier 
conformación reactiva (O, I o U), únicamente desde I o U, o bien solamente desde U. El inserto 
muestra el detalle de las trazas cinéticas de la reacción progresando del I o U, y desde U 
solamente. Se utilizó el modelo que se describe en la Figura 4.11. Los coeficientes cinéticos 
fueron estimados como se describe en el texto. Los valores utilizados fueron: kopen: 0.009 s−1 
(KC⇌O: 0.003, Tabla 4.4),	kclose: 3 s−1,(	kclose = 10×kmod), kIN: 35 s−1 (Tabla 7.4), kNI: 0.0001 s−1 (Tabla 
7.4), kUI: 350 s−1 (kUI = 10×kIN), kIU: 11.55 s−1 (KI⇌U: 0.033), kmod: 0.3 s−1 (Figura 4.9C). (B) Ajuste 
de una función monoexponencial a los datos obtenidos de la simulación de la reacción de 
marcación progresando desde O, I o U (kobs.: 0.0008 s−1).  
Los coeficientes que definen la reacción N⇌I—pudiendo el estado N encontrarse en los 
subestados C u O—kIN y kNI, fueron obtenidos mediante experimentos de cinética de plegado (ver 
Capítulo 7). Las constantes cinéticas de la reacción I⇌U, que responde a un equilibrio rápido, no 
pudieron ser obtenidas mediante experimentos de cinética rápida; únicamente contamos con la 
constante de equilibrio que define dicha reacción. De allí también se desprende que kUI—que es 
más alta que lo que puede medirse con el equipo de mezclado rápido—es mucho mayor que kIN. 
Se consideró que kUI es 10 veces mayor que kIN, y kIU fue obtenida a partir de KI⇌U = kIUkUI. Se 
consideró que la reacción desde cualquiera de las especies reactivas (O, I y U) está gobernada por 
la misma constante de velocidad intrínseca de modificación, kmod, obtenida experimentalmente 
con β-mercaptoetanol como modelo de tiol libre (Figura 4.9 C y F). Debido a que la reacción ocurre 
en un régimen de tipo EX2 (Ecuación 4.2), como se verifica experimentalmente (Figura 4.9 B, C, E 
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y F), kclose es mucho mayor que kmod; dado que solamente contamos con la constante de equilibrio 
de la reacción C⇌O (Tabla 4.4), consideramos que kclose es 10 veces mayor que kmod. El valor de 
kopen se obtiene a partir de KC⇌O = kopenkclose. Las fracciones de cada especie en equilibrio a tiempo inicial 
(t=0) se obtuvieron simulando la reacción de modo tal que no procediera la marcación, para lo 
cual se asignó un valor de 0 al coeficiente intrínseco de marcación kmod (Tabla 4.5). 
Si permitimos que la proteína reaccione desde cualquiera de los estados reactivos que 
contempla nuestro modelo ampliado (Figura 4.11) obtenemos una tasa comparable con la que se 
obtiene en los experimentos (Figura 4.9A y Figura 4.12A). 
Para evaluar el escenario en que la marcación depende de eventos de desplegado global, y 
ocurra desde I o U, no permitimos la reacción con DTNB del estado O. En este caso, la reacción 
global es mucho más lenta que la observada experimentalmente, siendo marginal la fracción de 
moléculas marcadas aun tras 90 minutos de reacción. Nuestros resultados indican que la fracción 
de proteína reactiva es significativamente mayor que la que se encuentra en estados I o U, de 
manera que la reactividad de las cisteínas no puede explicarse por eventos de desplegado global 
que dan lugar a la formación de estados I y U, verificando la existencia de otra conformación 
reactiva distinta de I y de U (Tabla 4.5). 
Tabla 4.5. FRACCIONES DE LAS ESPECIES OBTENIDAS EN LAS SIMULACIONES DE LA 
REACCIÓN DE MARCACIÓN DURANTE 15 MINUTOS.  
Especie Iniciales * 
t=0 
O, I, U † 
t=15 min. 
I, U † 
t=15 min. 
U † 
t=15 min. 
C (N) 0.997 0.476 0.997 0.997 
O (N) 3×10−3 1×10−3 3×10−3 3×10−3 
I 1×10−6 7×10−7 1×10−6 1×10−6 
U 5×10−8 2×10−8 5×10−8 5×10−8 
M 0 0.522 4×10−4 1×10−5 
*Los valores de fracción de cada especie a tiempo inicial fueron calculados simulando la 
reacción, asignando un valor de 0 al coeficiente kmod.  
†Se permitió a la reacción progresar desde O, I o U (O, I, U), desde I o U (I, U) y desde U 
solamente (U). 
Los resultados de las simulaciones nos permiten recuperar la discusión que abordamos 
previamente acerca de si es adecuado asumir un comportamiento monoexponencial—regido por 
un único coeficiente cinético aparente—para las trazas cinéticas. Describimos que es posible 
simplificar suficientemente las ecuaciones al garantizar ciertas condiciones experimentales en que 
la reacción ocurre un régimen de tipo EX2 (Ecuación 4.3). Dichas condiciones son consistentes con 
un trabajo en condiciones de pseudo-primer orden, justificando la metodología de ajuste 
empleada. Si no recurriéramos a la aproximación al régimen de tipo EX2, al desarrollar las 
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ecuaciones del modelo más sencillo, C 
   kclose  
  kopen   
 O
  kmod     M, que no considera la contribución a la 
marcación de los estados I o U (Figura 4.11), observaríamos que la descripción del 
comportamiento cinético de la reacción involucra un gran número de parámetros. En el Apéndice F 
presentamos el desarrollo analítico de dicho modelo y la resolución de las ecuaciones que 
describen la variación de la abundancia de cada especie en el tiempo.  
Si bien hoy es sencillo ajustar modelos complejos, la información contenida en los datos 
experimentales debe justificar la complejidad del modelo, de modo que no existan 
indeterminaciones en los valores de los parámetros. Basta con ajustar las ecuaciones presentadas 
en el Apéndice F a los datos experimentales y comparar el resultado con el obtenido al ajustar una 
función monoexponencial mediante el criterio de información de Akaike para verificar que la 
utilización del modelo completo sin aproximaciones no mejora la calidad del ajuste. Asimismo, 
los datos experimentales no permiten determinar de forma inequívoca los valores para varios de 
los parámetros. Más aún, si se ajusta una función monoexponencial al resultado de la simulación 
de la reacción de marcación siguiendo el modelo presentado en la Figura 4.11, se observa que 
dicha ecuación alcanza para explicar los datos con gran exactitud (Figura 4.12B). 
Simulación de la dinámica de la región C-terminal 
Dado nuestro interés por evaluar más profundamente las razones por las que un residuo de 
cisteína en la posición 203 permite una estabilización de ~1 kcal mol−1 con respecto a la variante 
silvestre, realizamos una serie de simulaciones de 300 ns de la dinámica molecular de tipo all-atom 
de la estructura cristalográfica de la FXN (PDB ID: 1EKG), sobre la que se modelaron las 
mutaciones L→C. Recurrimos al campo de fuerza ff14SB del paquete AMBER14. Utilizamos el 
modelo TIP3P para incorporar el solvente de forma explícita, y agregamos iones Na+ como 
contraión para neutralizar la carga neta del sistema. 
Del análisis de la simulación se desprende que efectivamente el tiol de la cisteína en la 
posición 203 podría establecer diversas interacciones de tipo polar dentro de su entorno de core. 
Es posible que en el caso de la variante FXN L203C la cisteína establezca interacciones polares con 
átomos de las cadenas laterales de los residuos S105 y H183, y con átomos de la cadena principal 
del residuo L200 (Figura 4.13). En este caso, el grupo −SH también podría participar de 
interacciones electrostáticas estabilizadoras tipo puente de hidrógeno intramoleculares y el valor 
de pKa del grupo podría verse significativamente modificado con respecto al valor de pKa 
correspondiente en solución (van Bergen et al., 2016). 
Determinamos el área accesible al solvente (SASA) de los residuos de cisteína durante la 
simulación (Figura 4.14). De la comparación de las accesibilidades de la cisteína en cada posición 
se infiere que dicho residuo tiene mayor accesibilidad al solvente cuando se lo localiza en las 
posiciones 198 y 200. En particular, cuando se lo ubica en la posición 200, pueden observarse 
––––––––—––——––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––—–————–––––––––––––––––––—–––––– 
122│ 
conformaciones con accesibilidades por arriba del 50 Å2. Considerando que el valor de SASA del 
residuo libre en solución (en el contexto del tripéptido GCG) es de 102 Å2, podemos interpretar 
que dicho valor de SASA implica una exposición del 50 %. Esta mayor heterogeneidad podría 
tener implicancias en la reactividad del tiol. Los efectos de la mutación parecen ser locales, aunque 
se propagan en la cercanía de la mutación, alterando las accesibilidades de residuos vecinos, por 
ejemplo, la L203 en la mutante L200C tiene una distribución sutilmente corrida hacia 
accesibilidades mayores al compararla con la correspondiente para el caso de la proteína silvestre. 
Algo similar se observa cuando la Cys se ubica en la posición 198. La naturaleza local de los efectos 
observados se sustenta al considerar los valores de RMSD globales de las dinámicas (FXN90-210: 
1.52 ± 0.15, FXN L198C: 1.29 ± 0.10, FXN L200C: 1.45 ± 0.21, FXN L203C: 1.22 ± 0.23). 
 
Figura 4.13. Estructura de la variante FXN L203C. Se muestran las cadenas laterales de los 
residuos S105, H183 y L200 que se encuentran a distancia de interacción de C203. 
Cuando se ubica el residuo de cisteína en la posición 203 la distribución es mucho más angosta 
que la observada para las cisteínas en las posiciones 198 o 200, con una frecuencia máxima en 0 Å2, 
resultado que también afectaría a la reactividad del tiol. 
En la Figura 4.15 se muestra como ejemplo dos capturas instantáneas tomadas de la 
simulación de la dinámica molecular de la variante L200C en las que se muestran instancias 
representativas en las que el tiol se halla solvatado u oculto. Este comportamiento podría ser 
indicativo de la presencia de una mayor heterogeneidad en la conformación de la región 
C-terminal en el estado nativo, exacerbada por la mutación y, como se verá más adelante, 
compatible con los resultados experimentales obtenidos. 
Los resultados de las simulaciones, sin embargo, deben tomarse como orientativos y 
cualitativos, porque dado el tipo de simulación que se realizó, podríamos no haber evaluado en 
toda su amplitud al espacio de conformaciones del ensamble nativo. En este sentido, cabe destacar 
que, aunque la dinámica que se realizó es de un microsegundo, los eventos de desplegado local 
con aumento de accesibilidad de la cisteína no son numerosos.  
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Figura 4.14. Frecuencia de exposición al solvente de residuos de extremo C-terminal. 
Histogramas construidos a partir de datos extraídos de simulaciones de la dinámica molecular 
all-atom (campo de fuerza amber12) con solvente explícito, usando como modelo la estructura 
PDB ID: 1EKG. 
 
       
Figura 4.15. Simulaciones de la dinámica molecular de la cisteína en la posición 200. Se 
muestran instantáneas representativas en que el tiol se encuentra (A) solvatado y (B) oculto. 
A                         B 
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Modulación de la dinámica de la región C-terminal 
Considerando los resultados hasta aquí presentados, resulta evidente que el extremo C posee 
cierta flexibilidad, observándose eventos de desplegado local que no pueden explicarse por un 
mero equilibrio dinámico N⇌U. Dichos fenómenos locales resultan de gran relevancia dado que 
si se dieran en forma acoplada podrían constituir el evento necesario para la desestabilización del 
estado nativo (ver Capítulos 3). 
Asimismo, el plegado proteico puede describirse en términos de las interacciones con el 
solvente, y resulta interesante evaluar el efecto sobre la dinámica local de diferentes agentes sobre 
la conformación y estabilidad proteica. En esta sección exploramos la capacidad del glicerol y la 
urea para perturbar la dinámica de la región C-terminal.  
Efecto del glicerol sobre la velocidad de modificación de cisteínas 
El agregado de osmolitos permite preservar la actividad y la integridad de una proteína, 
además de prevenir la agregación durante el proceso de replegado, favoreciendo aquellas 
conformaciones más compactas sobre otras más expandidas (Gekko et al., 1981; Arakawa et al., 
1985; Haque et al., 2005). También (y muy importante en el contexto de nuestro trabajo) se han 
descripto efectos de osmolitos sobre la dinámica interna como moduladores de procesos de 
rigidización-flexibilidad (Zhadin et al., 2011). Estas moléculas pequeñas alteran las propiedades 
del solvente, y en consecuencias las interacciones que la proteína establece con el mismo 
(Timasheff, 1993). La estabilización del estado nativo podría ocurrir debido a que los osmolitos 
favorecen a las estructuras más compactas frente a los estados expandidos para minimizar el área 
expuesta al solvente (Timasheff, 2002), o a que el equilibrio N⇌U se desplaza hacia N debido a 
que la interacción entre la cadena principal y los osmolitos resulta muy desfavorable (Bolen et al., 
2001). Asimismo, el glicerol podría interaccionar preferencialmente con parches hidrofóbicos, 
actuando como una interface anfipática entre las superficies hidrofóbicas y el solvente polar 
(Vagenende et al., 2009). 
A fin de estudiar si es posible modular la dinámica de la región C-terminal, se realizaron 
experimentos de modificación química en presencia de glicerol 10 % (Figura 4.16). Se excluyó a la 
variante FXN L203C debido a su baja velocidad de reacción.  
Se observó que en ambos casos el agregado de glicerol disminuye notablemente la 
reactividad. Si bien la concentración de glicerol utilizada es baja, podría enlentecer la reacción 
debido al aumento de la viscosidad de la solución. Sin embargo, este efecto sería independiente 
de la naturaleza del tiol sobre el que se realice la reacción y, en particular, debería ser evidente en 
el caso del β-mercaptoetanol. No observamos dicho fenómeno sobre nuestro modelo de tiol libre. 
Es decir que la disminución en la velocidad de modificación química observada como 
consecuencia del agregado de glicerol podría atribuirse a un fenómeno de estabilización local de 
———–– Capítulo 4: Análisis Cuantitativo de la Estabilidad Local de la Región C-terminal de la Frataxina Humana 
 │125 
la región C-terminal, que bastaría para provocar una disminución en la tasa de fluctuación de la 
región en cuestión.  
 
Figura 4.16. Reactividad de las mutantes de cisteína en presencia de glicerol. Se determinó la 
reactividad de las variantes FXN L198C (verde) y FXN L200C (naranja) y de β-mercaptoetanol 
(negro) frente a DTNB, en presencia (líneas punteadas) o ausencia (líneas completas) de 
glicerol 10 %. Se muestran los primeros 15 minutos de cada reacción, utilizando 1 mM de 
reactivo. En todos los casos se utilizó FXN (o β-mercaptoetanol) 30 µM, en buffer Tris·HCl 
20 mM, NaCl 100 mM, pH 7.0. 
Sin embargo, los resultados también son compatibles con la idea de que el glicerol podría 
inducir una compactación general de la proteína, dando lugar a una consecuente disminución en 
la exposición de los residuos de cisteína, y de cualquier otro evento de desplegado local. En 
presencia de glicerol, las conformaciones compactas estarían fuertemente favorecidas con 
respecto a las localmente desorganizadas. La determinación experimental del efecto de glicerol 
sobre estabilidad global eventualmente podría ayudarnos a comprender este punto. 
Efecto de la urea sobre la velocidad de modificación de cisteínas 
Mediante el agregado de agentes caotrópicos como la urea es posible desestabilizar la 
estructura proteica. Estas moléculas interaccionan con las cadenas laterales y con la cadena 
principal, desplazando el equilibrio N⇌U hacia U (Dunbar et al., 1997; Vanzi et al., 1998).  
Al igual que con el tratamiento con glicerol, la utilización de urea requiere distinguir entre 
efectos a nivel global y local. En el caso de la FXN, el desplegado global es un fenómeno 
cooperativo, de manera que hasta cierta concentración de urea los cambios en la fracción 
desplegada son pequeños (Figura 4.7 A y B). Aún para la variante FXN L200C, que presenta el 
menor valor de Cm N⇌U entre todas las estudiadas en este capítulo, no se observan cambios ni en 
la señal de CD en el UV-cercano ni en la emisión de fluorescencia hasta concentraciones superiores 
a 3.0 M urea, si bien existe una dependencia lineal de la variación de energía libre con la 
concentración de desnaturalizante. 
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A fin de estudiar si es posible modular la dinámica de la región C-terminal, se realizaron 
experimentos de modificación química en presencia de urea 1.0 y 2.0 M (Figura 4.17). Se observó 
que en todos los casos el agregado de urea acelera notablemente la reactividad. La concentración 
de urea utilizada no provoca ningún efecto sobre la reactividad intrínseca de un tiol libre en 
solución, como se observa para el caso del β-mercaptoetanol. Es decir que el aumento en la 
velocidad de modificación química observada como consecuencia del agregado de urea podría 
atribuirse a un fenómeno de desestabilización local de la región C-terminal. 
 
Figura 4.17. Reactividad de las mutantes de cisteína en presencia de urea. Se determinó la 
reactividad de las variantes FXN L198C (verde), FXN L200C (naranja) y FXN L203C (bordó) y 
de β-mercaptoetanol (negro) frente a DTNB, en ausencia de urea (líneas continuas) y con urea 
1.0 y 2.0 M (líneas discontinuas de trazo largo y corto respectivamente). En todos los casos se 
utilizó FXN (o β-mercaptoetanol) 30 µM y DTNB 1 mM, en buffer Tris·HCl 20 mM, NaCl 
100 mM, pH 7.0. 
Utilizando los parámetros termodinámicos del modelo de dos estados ajustado a los datos de 
los experimentos de equilibrio (Tabla 4.2) es posible calcular la fracción de moléculas desplegadas 
para cualquier concentración de urea. A modo de ejemplo, para FXN L200C (la más inestable de 
las tres variantes), en ausencia de caótropo y a 1.0 M urea, la fracción desplegada es despreciable, 
en tanto que a 2.0 M es únicamente del 0.07 %. 
Por ejemplo, la estabilidad global de la variante FXN L203C disminuye de 9.9 a 6.2 kcal mol−1 
con el agregado de urea 2.0 M. Estos valores traducidos a fracción de moléculas en estado 
desplegado derivan en 1 molécula en estado U cada 3×107 en estado N (sin urea) y 1 en estado U 
cada 5×104 en estado N (en urea 2.0 M). Por otra parte, las diferencias de energía libre locales en 0 
y 2.0 M urea son de 4.5 y 3.5 kcal mol−1, respectivamente, derivando en 1 molécula en estado abierto 
cada 2 300 en estado cerrado (sin urea) y 1 molécula en estado abierto cada 290 en estado cerrado (en 
urea 2.0 M). Restando la fracción desplegada a la fracción abierta obtenemos la fracción de 
moléculas en estado nativo que se encuentran en conformación abierta. El cociente entre este valor 
y la fracción abierta medida resulta en el porcentaje de las moléculas abiertas en estado nativo. 
Podemos verificar que hay 100 veces más moléculas en estado abierto que moléculas en estado 
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desplegado en urea 2.0 M. Dicho de otra forma, una de cada 100 moléculas en estado abierto está 
desplegada. Nuevamente, el incremento en la reactividad en urea 2.0 M no se debe únicamente al 
desplegado global. La dependencia del cambio en energía libre con el desnaturalizante para la 
reacción local (Figura 4.18) indica que el cambio en superficie accesible involucra cambios 
conformacionales acotados a unos 30 residuos como máximo. Algo similar puede deducirse para 
las otras variantes (para L198C y L200C 1 de cada 50 y 1 de cada 130 en estado abierto está en 
estado desplegado). 
 
Figura 4.18. Dependencia del ΔGC⇄Oo 	con la concentración de urea. La pendiente de la recta 
de ajuste representa la variación del cambio en energía libre asociado al proceso de apertura 
con la concentración de agente caotrópico (mC⇄O. ). De forma análoga al parámetro mN⇄U.  
(dependencia del ΔGN⇄Uo  con la concentración de agente desnaturalizante), este parámetro 
puede correlacionarse con la diferencia de superficie accesible al solvente, producto de la 
transición conformacional. 
Este resultado es compatible con la idea de que la urea induce la estabilización de un estado 
localmente desplegado, dando lugar a un consecuente aumento en la exposición de los residuos 
de cisteína. Podemos realizar un cálculo análogo al que permite correlacionar mN⇌U. 	con la 
diferencia de superficie entre los estados N y U (Myers et al., 1995), pero vinculando la 
dependencia de la estabilidad local (medida como la reactividad) con la concentración de agente 
caotrópico. De este cálculo se desprende que en promedio unos 30 residuos podrían estar 
involucrados en el proceso de apertura local (Tabla 4.6). 
En contraste con las otras mutantes, L203C es 1.0 kcal mol−1 más estable que la proteína 
silvestre, y el grupo tiol en esta posición presenta la menor reactividad frente al DTNB y el DTDPy. 
Una cisteína en esta posición podría optimizar los contactos con la cadena lateral de S105, y el 
grupo carbonilo de L200, incrementando la interacción entre el core y la región C-terminal. En 
conexión con este resultado, se predicen valores de pKa mayores a los esperados para un grupo 
−SH expuesto con los programas H++ (>12 para las tres variantes) y PROPKA3 (10.2, 11.5 y 9.7 
para L198C, L200C y L203C, respectivamente). Tomados en conjunto, estos resultados concuerdan 
––––––––—––——––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––—–————–––––––––––––––––––—–––––– 
128│ 
con la idea de que el clúster de interacciones apolares establecidas entre la región C-terminal y las 
hélices α1 y α2 es un potencial modulador de la movilidad de la FXN, y sugiere que los cambios 
locales en la dinámica de la región C-terminal podrían ser controlados por una perturbación local 
de la estabilidad. 
Tabla 4.6. DEPENDENCIA DE LA ENERGÍA LIBRE DE LA REACCIÓN 
C⇌O CON LA CONCENTRACIÓN DE DESNATURALIZANTE  
 FXN L198C FXN L200C FXN L203C 
mC⇌O. * 
(kcal mol−1 M−1) 0.63 0.57 0.61 
Número de residuos 
involucrados † 36 30 34 
*Valores de obtenidos a partir de la regresión lineal de los valores de 
ΔG°C⇌O.  obtenidos a diferentes concentraciones de urea (Figura 4.18).  
†mC⇌O.  = 0.27 + 0.01 × #residuos (Myers et al., 1995). 
Observamos que, a pesar de no tener estructura periódica, la tasa de modificación varía 
significativamente en función de la posición del extremo C en que se coloque a la cisteína. 
Adicionalmente, evidenciamos que la tasa de modificación correlaciona inversamente con la 
estabilidad global de cada mutante. Asimismo, describimos el efecto del agregado de agentes 
estabilizantes o desnaturalizantes sobre la dinámica local. En el capítulo siguiente, estudiamos la 
capacidad de unir hierro de las variantes de FXN, incluyendo las mutantes de cisteína, y 
evaluamos el efecto de la unión del metal sobre la dinámica del extremo C con el objetivo de 
estudiar posibles relaciones entre ambos procesos. 
La dinámica local de la Frataxina Humana 
Para comprender y modular la función proteica no basta con el análisis de la estructura 
tridimensional estática de las proteínas, sino que es fundamental conocer la dinámica estructural 
del estado nativo dado que la actividad depende íntimamente de la movilidad interna. Si bien el 
análisis que puede realizarse de las estructuras resueltas mediante difracción de rayos X o 
resonancia magnética nuclear es rico en cuanto al tipo y calidad de la información que puede 
extraerse—con detalles de resolución, en muchos casos, superiores a 1.0 Å—particularmente en 
lo que respecta al planteo de hipótesis de trabajo sobre la localización espacial de residuos 
reactivos, regiones de interacción y sitios de unión de ligandos, el estudio del curso temporal, las 
frecuencias y las amplitudes de los movimientos y fluctuaciones intramoleculares, es sin lugar a 
dudas, indispensable para entender los procesos biológicos y caracterizar con detalle aquellos 
subestados nativos importantes para la función proteica.  
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Tanto el acceso a la dimensión temporal, como el estudio experimental de subestados con alta 
resolución (a nivel de residuo de aminoácido o elemento de estructura) no es un problema sencillo 
de resolver. Una de las herramientas más utilizadas para investigar la movilidad interna y los 
estados excitados es la resonancia magnética nuclear mediante experimentos de relajación y de 
dispersión de la relajación por intercambio conformacional (ver Capitulo 6). Por otro lado, el 
estudio del intercambio químico protón-deuterio a nivel de los enlaces amida de la cadena 
principal ha posibilitado el estudio de procesos en escalas de tiempo entre los milisegundos y los 
segundos, y la determinación de constantes de equilibrio de procesos locales que involucran 
únicamente una región acotada de la proteína (a diferencia del plegado-desplegado que es global). 
Esta técnica tampoco es sencilla y, por lo general, debe recurrirse a resonancia magnética nuclear 
o espectrometría de masas como metodologías auxiliares para la identificación de aquellos 
residuos que intervienen en los procesos de intercambio.  
En este capítulo presentamos el análisis de la estabilidad local de la estructura de la región 
C-terminal de la FXN. Propusimos el estudio de las fluctuaciones locales propias de la dinámica 
del estado nativo aprovechando la reactividad química de mutantes puntuales de cisteína como 
herramienta analítica. Los resultados obtenidos sugieren la presencia de cambios 
conformacionales locales en dicha región de la proteína, que involucrarían fenómenos de 
exposición de cadenas laterales importantes para la estabilidad global, que permanecen ocultas 
del solvente en el subastado nativo más abundantemente poblado. Accesoriamente, pudimos 
estimar la energética de dicho proceso para cada una de tres variantes de cisteína y plantear un 
modelo minimalista consistente con toda la evidencia experimental. 
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5 Explorando la Interacción con 
Hierro de la Frataxina Humana 
 
El hierro es un metal esencial, dada su participación como cofactor en 
múltiples reacciones metabólicas como el transporte de oxígeno, el 
metabolismo energético y la síntesis de ADN. Una vez internalizado en la 
célula, este metal es trasportado a la mitocondria para la síntesis de grupos 
hemo o de centros de hierro-azufre, componentes integrales de muchas 
metaloproteínas. Sin embargo, el hierro es potencialmente tóxico debido a 
que bajo condiciones aeróbicas cataliza la propagación de especies reactivas 
de oxígeno y la generación de radicales libres. En consecuencia, la 
captación, utilización y detoxificación de hierro representa un desafío para 
la célula, que ha desarrollado mecanismos sofisticados para satisfacer sus 
requerimientos metabólicos, minimizando el riesgo de toxicidad. La 
Frataxina es una proteína con capacidad de interactuar con hierro. Si bien 
no está claro aún cuál es el destino del metal que interacciona con la 
proteína, la relevancia de su función queda puesta en evidencia al 
considerar que se han reportado niveles elevados de hierro en células de 
pacientes con ataxia de Friedreich y en modelos unicelulares y murinos de 
la enfermedad. En este capítulo presentamos experimentos que ponen de 
manifiesto la relación entre la capacidad de interactuar con hierro y la 
estabilidad y la dinámica local y global de la proteína. 
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Frederic M. Richards (1977) 
El rol de la Frataxina en el metabolismo del hierro 
Todos los organismos conocidos utilizan grupos prostéticos que contienen hierro, como los 
grupos hemo o centros de hierro-azufre (Fe-S). Sin embargo, la presencia de este metal en células 
vivas y su potencial toxicidad bajo condiciones fisiológicas requieren que la química del hierro 
esté finamente controlada. La toxicidad mediada por hierro surge de la combinación del ion 
ferroso con peróxido de hidrógeno en la reacción de Fenton, que produce el radical hidroxilo 
(·OH), altamente reactivo. Efectos tóxicos adicionales se relacionan con la formación de depósitos 
de Fe3+—insoluble a pH fisiológico—en la forma Fe(OH)3. Como mencionamos en el Capítulo 1, la 
Frataxina fue inicialmente identificada como una chaperona de hierro, capaz de interactuar con el 
metal, mantenerlo soluble, probablemente en el estado redox adecuado, y transferirlo a otras 
proteínas. Esta transferencia directa fue postulada y estudiada con diferentes enfoques en algunas 
proteínas, entre ellas, la aconitasa mitocondrial (Bulteau et al., 2004) y la ferroquelatasa (Bencze et 
al., 2007; Schoenfeld et al., 2005; Yoon et al., 2004) y la proteína de ensamblado de centros de Fe-S, 
ISCU (Yoon et al., 2003; Zaidi et al., 2015). En general se reportó que la Frataxina de varias especies 
está fuertemente involucrada en la maduración de proteínas dependientes de centros Fe-S 
(Adinolfi et al., 2009; Iannuzzi et al., 2011; Martelli et al., 2007; Muhlenhoff et al., 2002; Pohl et al., 
2007; Sazanov et al., 2006; Stehling et al., 2004; Vivas et al., 2006). * 
Se han propuesto múltiples funciones para la Frataxina, y su rol no sería el mismo en todas 
las especies. Está establecido que la proteína es necesaria para el desarrollo, dado que su pérdida 
completa resulta letal en embriones de ratón (Cossee et al., 2000) y da lugar al arresto del desarrollo 
en  del nemátodo Caenorhabditis elegans (Ventura et al., 2005). En Saccharomyces cerevisiae, la 
Frataxina forma oligómeros de hasta 48 subunidades capaces de acumular grandes cantidades de 
hierro (> 2 000 átomos) y cumpliría un rol en el almacenamiento y detoxificación (Adamec et al., 
2000; Gakh et al., 2002; Gakh et al., 2006; Gakh et al., 2008; Park et al., 2003), si bien no es 
fundamental para la sobrevida de la levadura (Aloria et al., 2004). Se propuso un mecanismo 
similar para la Frataxina humana (FXN), si bien el hierro no es capaz de desencadenar la 
oligomerización de los monómeros (O'Neill et al., 2005). En levaduras knockout para el homólogo 
de Frataxina se reportó acumulación hierro libre, hipersensibilidad al estrés oxidativo, pérdida 
del ADN mitocondrial, daño oxidativo de ADN nuclear y depleción de las proteínas dependientes 
de centros de Fe-S (Foury et al., 1997; Karthikeyan et al., 2003; Rotig et al., 1997; Wilson et al., 1997). 
                                                      
Abreviaciones utilizadas en este capítulo 
FXN: Frataxina humana  
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En ratones knockout para Frataxina, se reportó acumulación de hierro en la mitocondria y mal 
funcionamiento de proteínas dependientes de centros de Fe-S (Puccio et al., 2001). El exceso de 
hierro en la mitocondria podría derivar en la formación de radicales tóxicos de oxígenos por 
reacción de Fenton. En fibroblastos y linfoblastos obtenidos de pacientes con ataxia de Friedreich 
(ver Capitulo 1) se observó sensibilidad aumentada a especies reactivas de oxigeno (Tan et al., 2001; 
Wong et al., 1999). 
Los residuos ácidos de la superficie de la Frataxina (Figura 1.8) tienen un rol clave en la 
interacción con el metal (Correia et al., 2010; Huang et al., 2008). Este tipo de sitios ricos en residuos 
ácidos también está presente en otras proteínas, como en la permeasa de hierro de Candida albicans 
que contiene en su secuencia cinco motivos del tipo EXXE (Ramanan et al., 2000), o el 
transportador de hierro de alta afinidad FET3 de S. cerevisiae, en el que se ha caracterizado el sitio 
D312, D315, D319 y D320 localizado un loop (Bonaccorsi di Patti et al., 2005). 
En el caso de la Frataxina humana (FXN) se ha demostrado in vitro que la afinidad promedio 
de los sitios es de orden micromolar (Yoon et al., 2003). Se sugirió que la unión al metal 
involucraría únicamente al dominio formado por los residuos 91 a 210, y que el extremo 
N-terminal no tendría efecto sobre la capacidad de interactuar con hierro (Prischi et al., 2009). Sin 
embargo, algunos autores sugieren que por lo menos existiría un sitio de alta afinidad que, 
curiosamente, implicaría al residuo de histidina de la posición 86 (Gentry et al., 2013).  
En los últimos años ha tomado fuerza la noción de que la (FXN) actúa como una proteína 
reguladora de los complejos multiproteicos de síntesis y transferencia de centros de Fe-S, en tanto 
que se ha relegado a un segundo plano su rol como chaperona de hierro o como mecanismo de 
almacenamiento del metal. Incluso, no ha sido clarificado aún si la Frataxina posee actividad 
unidora de hierro en el contexto del complejo formado en eucariotas por la desulfurasa NFS1, 
ISCU y la proteína de andamiaje ISD11. De todos modos, se ha demostrado claramente que la 
proteína aislada posee capacidad de interactuar con el metal y que en particular el ion Fe2+—pero 
no Fe3+—es un regulador positivo de la actividad desulfurasa del complejo (Tsai et al., 2010). Así, 
la actividad de NFS1 depende de la presencia de ISCU y FXN, y la activación máxima se observa 
en presencia de Fe2+. 
Para comprender el panorama funcional completo, es importante tener en cuenta que, en el 
contexto del complejo multiproteico estable de ensamble de centros de Fe-S, la Frataxina 
interactúa en forma directa tanto con ISCU como con NFS1/ISD11. NFS1 posee un número 
importante de cargas positivas en su superficie que resultan complementarias a las cargas 
negativas de la Frataxina; los iones metálicos podrían mimetizar este tipo de interacción in vitro e, 
incluso, modularla in vivo. Lo mismo vale para ciertas proteínas mitocondriales con alta densidad 
de carga negativa en su superficie como la ferredoxina, que podrían competir con la Frataxina en 
su interacción con NFS1. Por su parte, la proteína ISD11 también posee carga fuertemente positiva 
(pI ~10.4) y es fundamental en la estabilización de la desulfurasa NFS1, ya que disminuye de 
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manera significativa su tendencia a agregar, y podría, eventualmente, interactuar 
electrostáticamente con la Frataxina, contribuyendo en el ensamblado del complejo multiproteico. 
Interacción de la Frataxina humana con hierro 
 Las propiedades de relajación paramagnética que exhibe el hierro han sido empleadas para 
estudiar su interacción con proteínas (He et al., 2004; Vazquez et al., 2015). La interacción del metal 
altera fuertemente los espectros de resonancia magnética nuclear, provocando extinción de 
señales y desplazamientos y ensanchamientos de picos, lo que permite visualizar la interacción 
de manera sencilla. Esta técnica ha sido aplicada anteriormente con el objetivo de identificar los 
sitios de interacción sobre la superficie de la FXN (Prischi et al., 2009). Nuestros resultados siguen 
la misma línea general, si bien hemos notado que pequeños cambios en el pH (0.1−0.3 unidades)—
como los que produce el agregado del metal—generan desplazamientos químicos muy 
significativos de los grupos amida H-N de la cadena principal, que podrían confundirse con los 
que provienen de la unión del metal. Por esto resaltamos la importancia de verificar y corregir el 
pH, así como también la fuerza iónica. En la Figura 5.4 se muestra una zona del espectro 1H-15N 
HSQC de FXN90-210, adquirido en presencia y ausencia de hierro. Puede observarse la desaparición 
por completo de una de la señal proveniente del grupo amida de los residuos E115 y V125, entre 
otros residuos, cuyas señales también se ven significativamente alteradas. 
    
Figura 5.1. Interacción de FXN90-210 con hierro. Selección de espectros SOFAST 1H-15N HSQC 
de FXN90-210 obtenidos en presencia (turquesa) y ausencia (rojo) de 2 equivalentes de FeCl3. 
Los picos cruzados 21, 35, 48 y 85, que corresponden a los residuos E115, D108, E112 y V125, 
respectivamente, se encuentran señalados a fin de comparar el efecto del metal. Los 
experimentos fueron realizados en buffer Tris·HCl 20 mM, NaCl 100mM, pH 7.0. El pH fue 
cuidadosamente corregido antes de la adquisición de los espectros. 
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Ciertas mutantes de FXN descriptas en pacientes con ataxia de Friedreich agregan al 
interactuar con hierro (Correia et al., 2008), lo cual podría ser un indicador de la alteración de la 
interacción con el metal, y, más aventuradamente, de la pérdida de funcionalidad. Nuestros 
primeros resultados experimentales indicaron que la variante FXN90-195 interacciona de forma 
anómala con hierro. Analizamos la agregación de FXN al interactuar con hierro mediante 
dispersión de luz a 350 nm (Figura 5.2). Si bien el análisis de este experimento es complejo, debido 
a que intervienen diversos factores—como la agregación de proteína, la precipitación de hierro y 
la posible absorción por parte de complejos formados al ser quelado el metal—es evidente que la 
variante FXN90-195 posee un comportamiento distinto al de la proteína silvestre. La curva 
observada para la FXN90-210 responde fundamentalmente a la precipitación lenta del hierro, sin 
evidenciarse agregación de proteína. En el caso de la variante FXN90-195, el aumento de la señal 
por encima de la correspondiente al hierro en buffer (condición en la que la precipitación es 
cuantitativa) es indicativo de agregación de proteína, que también se verifica por inspección visual 
de la solución al final de la medición.  
 
Figura 5.2. Efecto de la interacción de la FXN con hierro. Se analizó la agregación y 
precipitación de la FXN por efecto de la interacción con hierro mediante dispersión de luz a 
350 nm. Se prepararon muestras de proteína 50 µM en buffer HEPES 50 mM, NaCl 50 mM, pH 
7.0, a 20 °C, y se registró la señal de absorción de luz a 350 nm en el tiempo. A los 5 minutos se 
agregó FeCl3 para tener una concentración final de 250 µM. Se incluyeron controles con buffer 
y con EDTA 250 µM. 
En vista de los resultados obtenidos al estudiar la estabilidad termodinámica de la variante 
FXN90-195 (ver Capítulo 3), postulamos que la capacidad de interaccionar con hierro de la FXN 
podría estar asociada con la estabilidad global de la proteína. Asimismo, las variantes I154F y 
W155R—que agregan en presencia de hierro—presentan valores de Tm N⇌U.  significativamente 
menores que la proteína silvestre (Correia et al., 2008). De esta forma, una disminución de la 
estabilidad global, o incluso un cambio en las estabilidades locales de algún elemento de 
estructura, sumado a cambios en la electrostática del sistema producidos por la interacción con el 
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metal, podría derivar en la estabilización de estados parcialmente plegados con mayor tendencia 
a agregar. 
El trabajo con hierro representa un desafío dada la baja solubilidad del ion Fe3+ y la gran 
tendencia a oxidarse del ion Fe2+. Una estrategia comúnmente utilizada es el agregar agentes 
quelantes que complejan el metal y lo mantienen soluble. Sin embargo, en el caso de proteínas con 
baja afinidad, los quelantes—aun los más débiles—compiten por el metal y no permiten que esté 
disponible para interactuar con la proteína. Nuestros primeros esfuerzos por cuantificar la unión 
de hierro a la FXN consistieron en incubar proteína con el metal y separar el hierro libre del unido 
mediante una columna de desalado (Sephadex G25). Utilizamos diversas relaciones Fe:FXN, e 
incluimos ensayos con hierro Fe2+ (FeSO4) y Fe3+ (FeCl3). Fuimos especialmente cuidadosos con la 
preparación de los buffers que fueron filtrados, tratados con Chelex 100 (Bio-Rad)—un 
intercambiador iónico que quela metales de transición—y desgaseados con argón. Optamos por 
realizar los experimentos a pH neutro, en buffer HEPES que no afecta per se la solubilidad del 
hierro, a diferencia del Tris que quela el metal con significativa eficiencia.  
Para determinar la concentración de hierro utilizamos un método colorimétrico basado en la 
coordinación de Fe2+ por 1,10-fenantrolina para formar un complejo color anaranjado (Figura 5.3). 
La reacción se llevó a cabo en buffer citrato 1 % (pH 3.5), ácido ascórbico 1 %, 1,10-fenantrolina 
0.025 % (Marczenko, 1976). Para la cuantificación se utilizaron 100 µl de muestra, en un volumen 
final de 1 ml. La mezcla de reacción fue vortexeada, incubada por 30 minutos a temperatura 
ambiente, y centrifugada por 10 minutos a 21 000 g para remover los agregados de proteína 
formados debido al medio ácido de reacción, que dispersan luz y que harían inexacta la medición 
espectroscópica. Medimos la absorbancia a 512 nm y obtuvimos la concentración de hierro a partir 
de una curva de calibración realizada con una solución de FeSO4 12 mM preparada en ácido 
sulfúrico 10 mM, previamente desgaseado con argón (Figura 5.3 B y C). 
A pesar de múltiples intentos, maximizando el cuidado de los reactivos y los procedimientos, 
no fuimos capaces de hallar una condición en la que fuera posible separar el complejo FXN−metal 
del hierro libre. Interpretamos que este resultado podría deberse a que el complejo con el metal, 
de formarse, se disociaría más rápidamente que el tiempo que demora la proteína en eluir de la 
columna de desalado. Esta observación es notable, dado que otros grupos han reportado haber 
podido obtener y caracterizar a la holo-FXN (Huang et al., 2008; Yoon et al., 2003, 2004). 
Dada nuestra incapacidad de obtener el complejo FXN−hierro, diseñamos una estrategia en 
la que se sacamos provecho de la muy baja solubilidad del Fe3+ a pH neutro en ausencia de agentes 
quelantes para determinar la estabilidad del complejo FXN−hierro en solución. Incubamos FXN 
en concentración 50 µM en buffer HEPES 50 mM, NaCl 50 mM, pH 7.0, con Fe3+ 250 µM 
(preveniente de una solución de FeCl3 1.5 mM, en HCl 5 mM†) a 25 °C. Para cada variante de FXN 
                                                      
† Para preparar la solución de FeCl3 1.5 mM en HCl 5 mM, se prepara primeramente una solución de FeCl3 
150 mM en HCl 0.1 N, de la cual se realiza una dilución al décimo con agua y HCl 0.1 N de modo de obtener 
––––––––––––––––––––––––––––––––– Capítulo 5: Explorando la Interacción con Hierro de la Frataxina Humana 
 │139 
(o proteína control), preparamos varios tubos idénticos con un volumen final de 150 µl. A 
diferentes tiempos de incubación centrifugamos uno de ellos durante 5 minutos a 21 000 g y 25 °C. 
Tomamos 100 µl del sobrenadante para determinar la concentración de hierro soluble. Otros 30 µl 
de sobrenadante fueron mezclados con 10 µl de buffer de siembra 4X para cuantificar proteína 
soluble luego del tratamiento. Se verificó que el pH de la solución de proteína no variara como 
consecuencia del agregado del FeCl3 en HCl 5 mM, mezclando buffer con un volumen equivalente 
de HCl 5 mM al utilizado en los experimentos y midiendo el pH de la solución obtenida. Incluimos 
experimentos sin proteína (buffer solamente), con BSA como control positivo de la unión a hierro 
(Duff et al., 2009) y lisozima de clara de huevo de gallina como control negativo. 
 
   
Figura 5.3. Reacción de cuantificación de hierro con el método de la fenantrolina. (A) Tres 
moléculas de fenantrolina coordinan un átomo de hierro Fe2+ para dar un complejo coloreado. 
(B) Curva de calibración típica que muestra la precisión de la determinación. (C) Desarrollo de 
color tras la reacción de fenantrolina con concentraciones variables de hierro. 
Primeramente, ensayamos la capacidad de unión a hierro de las variantes FXN90-195 y 
FXN L198R y la comparamos con la de la variante silvestre, FXN90-210. Dichas variantes son 
particularmente interesantes debido a que formas similares fueron descriptas en pacientes con 
ataxia de Friedreich (Al-Mahdawi et al., 2000; Sacca et al., 2013), y su capacidad de llevar a cabo la 
                                                      
FeCl3 15 mM en HCl 50 mM (100 µl de solución de FeCl3 150 mM + 400 µl de HCl 0.1 N + 500 µl de agua). 
Inmediatamente antes de realizar los experimentos se realiza una dilución al décimo en agua para obtener 
FeCl3 1.5 mM en HCl 5 mM. 
A 
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función biológica de la proteína se encuentra naturalmente alterada. Observamos que ninguna de 
las dos mutantes facilita la permanencia del hierro en solución, a diferencia de la variante silvestre 
(Figura 5.4A). Cabe destacar que a pH 7.0, en ausencia de agentes quelantes, el Fe3+ precipita 
cuantitativamente en los primeros segundos de incubación (Figura 5.4A). Para establecer si este 
hecho se debe a agregación durante la incubación, corroboramos la concentración de proteína 
mediante SDS-PAGE (inserto de la Figura 5.4A). No se observa precipitación significativa como 
consecuencia de la incubación con el metal, recuperándose al menos el 80 % de la proteína luego 
de una incubación de 90 minutos. 
 
Figura 5.4 Interacción con hierro de las variantes patogénicas de FXN. (A) Hierro soluble en 
función del tiempo de incubación. Cada variante de FXN (50 µM) fue incubada con cinco 
equivalentes de FeCl3 (250 µM). El hierro soluble (unido más libre) fue cuantificado en función 
del tiempo. El inserto muestra un SDS-PAGE realizado con cada una de las variantes a tiempo 
inicial y tras 90 minutos de incubación. (B) Hierro soluble en función de la concentración de 
FXN. Cada variante de FXN, en concentraciones variables, fue incubada con FeCl3 250 µM 
durante 30 minutos. Todos los experimentos fueron realizaron a 25 ºC en buffer HEPES 50 mM, 
NaCl 50 mM, pH 7.0. Se incluyeron controles con BSA, lisozima y buffer sin proteína. 
Si tenemos en cuenta la menor concentración de proteína que mantiene la máxima 
concentración de hierro (Figura 5.4B), podemos estimar que en nuestras condiciones 
experimentales la proteína silvestre es capaz de unir por lo menos cuatro átomos de Fe3+ por 
molécula de FXN, en tanto que FXN90-195 y FXN L198R mantienen como máximo un átomo del 
metal por unidad de proteína. Estos resultados deben considerarse una aproximación, dado que 
el Fe3+ libre precipita y, en consecuencia, el sistema no se encuentra en equilibrio (Figura 5.5). La 
menor estabilidad termodinámica y la dinámica interna aumentada en las mutantes podría 
explicar la menor capacidad de unir hierro, y todo en conjunto justifica la alteración drástica de la 
función biológica de las mutantes patogénicas FXN L198R y FXN 193Δ (Al-Mahdawi et al., 2000; 
Sacca et al., 2013). 
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Figura 5.5 Interacción del hierro con la FXN. El hierro, que en ausencia de FXN precipita 
instantáneamente (1), inicialmente se une a la proteína que se encuentra fluctuando en 
equilibrio termodinámico entre las conformaciones nativa y desplegada (2)—y alternando 
entre conformaciones parcialmente desplegadas, producto de la dinámica local (ver Capítulo 4). 
En principio, el estado desplegado de FXN no sería capaz de unir hierro. Además, es posible 
que la holo-FXN se despliegue (3), si bien se ha descripto un aumento de la estabilidad en 
presencia del metal (Adinolfi et al., 2004). 
Participación de la región C-terminal en la unión de hierro 
El análisis de la estructura terciaria de la FXN muestra que el extremo C contacta con la 
hélice α1 que, en conjunto con el loop α1-β1 y la hebra β1, forman un parche aniónico 
funcionalmente relevante compuesto 12 residuos de ácido aspártico y glutámico (Figura 1.8). 
Aparentemente esta región de la molécula podría interaccionar tanto con iones metálicos (Fe2+ y 
Fe3+) como con ISCU y NFS1/ISD11. En consecuencia, las mutaciones que afecten la estabilidad 
local y la movilidad interna de la región C-terminal podrían tener consecuencias en fenómenos de 
interacción asociados con la función biológica de la FXN, así como también la interacción en el 
parche aniónico podría tener consecuencias sobre la dinámica del C-terminal.  
Para determinar si (i) un cambio en la estabilidad termodinámica podría alterar la interacción 
con el metal y (ii) si la dinámica del extremo C puede alterarse como consecuencia de la unión de 
hierro, estudiamos primero el efecto de las mutaciones puntuales en las tres posiciones diferentes 
(L198C, L200C y L203C) sobre la capacidad de mantener hierro biodisponible y soluble y 
planteamos un análisis de la cinética de modificación con DTNB de las mutantes de cisteína 
previamente cargadas con el metal. 
Resaltamos que el sistema de estudio es complejo y que eventualmente la reactividad del 
residuo de cisteína introducido podría verse modificada en presencia del metal por otras razones, 
entre ellas, un efecto electrostático inespecífico (fuerza iónica) sobre el grupo tiolato, un 
incremento en la fracción de proteína que se encuentra en estado desplegado por el cambio en la 
estabilidad global, un efecto directo electrostático específico producido por la interacción del 
hierro en sitios vecinos a la cisteína introducida, un cambio en el estado de agregación con una 
alteración de la accesibilidad, o simplemente una contribución en el incremento de la señal como 
consecuencia de fenómenos de dispersión de luz que podrían tener lugar. En este contexto, una 
Fe↓ 
FXNN + Fe FXNU + Fe 
FXNN–Fe 
(1) 
(2) 
(3) 
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disminución en la accesibilidad de la cisteína introducida por agregación proteica sería más 
compatible con una disminución en la reactividad dada por la inaccesibilidad del reactivo del 
DTNB al sitio. 
Interacción con hierro de mutantes puntuales del C-terminal 
Los ensayos de interacción con Fe2+ indican que las mutantes de reemplazo LgC presentan 
distinta capacidad de interactuar con el metal (Figura 5.6). A diferencia de los controles negativos 
de lisozima y buffer, en los cuales no se detectó capacidad alguna de mantener hierro en solución, 
estas tres variantes de FXN presentan algún grado de interacción con el metal cuando se incuba 
la proteína con hierro en relación inicial 1:5 (Figura 5.6A y Figura 5.7).  
  
Figura 5.6. Interacción con hierro de las mutantes puntuales de FXN que incorporan residuos 
de cisteína en la región C-terminal. (A) Hierro soluble en función del tiempo de incubación. 
Cada variante de FXN (50 µM) fue incubada con cinco equivalentes de FeCl3 (250 µM). El hierro 
soluble (unido más libre) fue cuantificado en función del tiempo. El inserto muestra un 
SDS-PAGE realizado con cada una de las variantes a tiempo inicial y tras 60 minutos de 
incubación. (B) Hierro soluble en función de la concentración de FXN. Cada variante de FXN, 
en concentraciones variables, fue incubada con FeCl3 250 µM durante 30 minutos. Todos los 
experimentos fueron realizaron a 25 ºC en buffer HEPES 50 mM, NaCl 50 mM, pH 7.0. Se 
incluyeron controles con BSA, lisozima y buffer sin proteína. 
La variante FXN L198C permite que el hierro permanezca soluble, detectándose el 80 % del 
metal originalmente presente en solución luego de 60 minutos de incubación. La variante 
FXN L200C une hierro, pero lo pierde rápidamente, precipitando más del 50 % del metal al cabo 
de 15 minutos y el 80 % al cabo de 60 minutos de incubación. A diferencia de las dos variantes 
mencionadas, la variante FXN L203C interactúa con el metal de forma comparable a la variante 
silvestre, no observándose disminución de la concentración de hierro en solución al cabo de 60 
minutos. 
Adicionalmente, se corroboró que las variantes de FXN no precipitan como consecuencia del 
tratamiento al que fueron sometidas, sin observarse variación en la concentración de proteína 
durante el experimento (inserto de la Figura 5.6A). 
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Dado que el proceso de disociación del metal conduce a la precipitación del mismo, 
evaluamos el proceso a tiempos largos, y observamos que las variantes más estables mantienen el 
metal unido por más tiempo. Esta correlación entre la estabilidad y la capacidad de mantener 
hierro unido se muestra en la Figura 5.7A. Sin embargo, dado que los cambios en las estabilidades 
globales se encuentran correlacionados con cambios en las estabilidades locales (equilibrios O⇌C) 
y dado que estos últimos están más relacionados con la dinámica del estado N (y que tienen 
asociadas barreras energéticas órdenes de magnitud menores) podrían ser estos los procesos que 
realmente determinen la asociación y disociación del metal y no tanto el desplegado global. 
Por el contrario, si el equilibrio N⇌U fuera el proceso que determina la disociación, entonces, 
los resultados sugieren que la proteína sería capaz de unir por lo menos un átomo de hierro en el 
estado desplegado (Figura 5.7A). 
     
Figura 5.7. Interacción FXN-hierro. (A) Hierro soluble en función del tiempo para cada una de 
las variantes de FXN. Las curvas representan ajustes de un modelo monoexponencial. (B) 
Velocidad de precipitación de hierro expresada como logaritmo natural de la constante de 
precipitación (obtenida de ajustar una función monoexponencial a cada una de las curvas de 
[Fe3+] en función del tiempo) en función de la estabilidad termodinámica de cada variante. 
En cuanto a la estequiometria con que las proteínas unen hierro, la variante silvestre es capaz 
de mantener en solución al menos cuatro iones metálicos por molécula de FXN, en tanto que las 
variantes FXN L198C y FXN L203C podrían interaccionar con 3 y 6 átomos de hierro 
respectivamente por molécula (Figura 5.6B). Por su parte, la variante FXN L200C presenta una 
menor capacidad de mantener hierro soluble, observándose que 100 µM de proteína son 
suficientes para mantener en solución ~200 µM de Fe3+, es decir, solo dos átomos de Fe3+ por 
molécula de proteína. 
Efecto de la unión a hierro sobre la dinámica de la región C-terminal 
Una de las posibles causas de la disociación del metal podría ser un equilibrio entre 
conformaciones del ensamble nativo, y la unión del metal a la proteína podría desplazar estos 
equilibrios propios del estado nativo. Siendo que contamos con una caracterización general de la 
reactividad de las cisteínas introducidas en las posiciones 198, 200 y 203 (ver Capítulo 4), y dado 
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que la reactividad podría estar asociada con eventos de desplegado local, característicos del estado 
nativo, decidimos evaluar los efectos de la interacción FXN−hierro sobre la reactividad de la 
cisteína introducida. Cabe recordar que la variante L200C no une eficientemente el hierro y lo 
pierde en el tiempo que dura el experimento de marcación (Figura 5.6A). Esto hace que sea 
extremadamente imprecisa la determinación de la velocidad de modificación del grupo −SH y, 
por lo tanto, muy difícil la evaluación del efecto de la unión de hierro sobre fenómenos de apertura 
y cierre de la región C-terminal de la proteína. Por su parte, la variante FXN L203C reacciona muy 
lentamente con los reactivos de marcación ensayados dificultando el seguimiento cinético del 
experimento (ver Capítulo 4). Además, si bien a tiempos largos de incubación no se detecta pérdida 
del hierro en solución, podrían ocurrir fenómenos de modificación química mediada por radicales 
libres que alteren las propiedades de movilidad interna de la proteína. 
Por estas razones analizamos únicamente la perturbación en la velocidad de reacción de 
modificación del tiol de la variante FXN L198C, que conserva al hierro soluble en solución y que 
reacciona completamente con el ácido 5,5′-ditio-bis-(2-nitrobenzoico) (DTNB) en un tiempo 
experimentalmente accesible.  
Inicialmente, verificamos que la capacidad de interactuar con hierro no se viera afectada por 
la el DTNB, observando resultados similares a los presentados en la Figura 5.6. Asimismo, dado 
que la modificación de la proteína con DTNB podría dar lugar a una variante alterada en cuanto 
a su capacidad de interactuar con el metal, analizamos la capacidad de mantener hierro soluble 
de FXNL198C modificada. La proteína fue incubada en con un exceso de DTNB durante 1 hora y 
posteriormente desalada pasándola por una columna G-25 para remover el reactivo remanente y 
el TNB= generado en la reacción de marcación. El experimento de interacción con hierro de la 
variante modificada químicamente, formando un enlace disulfuro mixto FXN-S-S-TNB=, indicó 
que la reacción con DTNB no afecta la capacidad de unir el metal. 
Por otro lado, la reactividad de un tiol completamente expuesto como el del β-mercaptoetanol 
no se vio modificada por la adición de hierro, descartando un efecto electrostático inespecífico. 
Asimismo, se demostró que el hierro estabiliza al estado nativo con respecto al estado desplegado 
(Adinolfi et al., 2004). Este efecto aparentemente se produciría por un apantallamiento de las 
cargas negativas presentes en los clústeres de residuos ácidos sobre la superficie proteica, 
asociados a un alto grado de frustración energética. 
Se observó que, en este caso, al cargar la proteína con hierro, la velocidad de modificación se 
ve alterada (Figura 5.8). Aun así, pudimos observar que la incubación de la variante FXN L198C 
con hierro resulta en un incremento de la señal a 425 nm, que podría ser causado por la formación 
de agregados, con el consiguiente incremento de dispersión luminosa. Sin embargo, no podemos 
descartar que tenga lugar la generación de complejos proteína-solvente-metal con absorción en 
este rango de longitudes de onda. De cualquier manera, queda claro que parte de la variación en 
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la señal observada es originada por procesos que no están relacionados con la modificación 
química de C198. 
 
Figura 5.8. Velocidad de modificación de la variante L198C en presencia o ausencia de 
hierro. La reacción de marcación con DTNB (ver Capítulo 4) fue realizada sobre FXN L198C en 
presencia o ausencia de hierro. Se incluyeron controles con hierro y EDTA. Las barras de error 
representan el desvío estándar. Las reacciones fueron realizadas en buffer HEPES 50 mM, NaCl 
50 mM, pH 7.0. 
Así, nuestros resultados permiten postular que la interacción de Fe3+ con la hélice a1, el 
loop a1-	β1 y la hebra β1 no tiene efecto significativo sobre la dinámica de la región C-terminal. 
Destacamos que requeriríamos un número mayor de variantes para poder sustentar estos 
resultados de forma más firme. Lamentablemente, la variante L203C mostró ser muy poco reactiva 
como para poder llevar adelante este experimento, mientras que la variante L200C mostró cierta 
incapacidad para mantener el metal unido por un tiempo suficiente (Figura 5.6A). Una alternativa 
experimental podría ser la introducción de cisteínas en la contraparte (dominio globular) que 
interacciona con la región C-terminal. 
La interacción con hierro de la Frataxina Humana 
La noción de que las Frataxinas están involucradas en el metabolismo del hierro fue la 
primera observación experimental en cuanto a la función de la proteína. La capacidad del 
homólogo de S. cerevisiae de autoensamblarse como consecuencia de la interacción con hierro, así 
como la acumulación de hierro y la sensibilidad aumentada al estrés oxidativo tanto en levaduras 
deficientes en la proteína como en tejidos humanos extraídos de pacientes con ataxia de 
Friedreich. Si bien hoy existe consenso en cuanto a que el rol fisiológico fundamental de la proteína 
en humanos tiene que ver con la formación del complejo multiproteico encargado de la síntesis 
de centros de Fe-S, el papel de la FXN no está establecido con exactitud, aunque se presume que 
podría ser responsable de facilitar la cesión a ISCU del último átomo de Fe2+ que se requiere para 
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la formación del clúster. Ya sea que la interacción con hierro sea una característica propia de la 
proteína, o que para ello requiera de la interacción con sus contrapartes proteicas del complejo de 
síntesis de centros de Fe-S, es claro que FXN está implicada de alguna manera en el metabolismo 
del metal. 
Una característica distintiva de las Frataxinas es el parche aniónico compuesto por residuos 
de ácido aspártico y glutámico, cuya importancia funcional se presume en base al hecho de que 
su remoción estabiliza a la molécula. Si bien la fuerte densidad de cargas negativas sería un 
potencial sitio de unión de cationes como Fe2+ y Fe3+, no puede descartarse que la función de esta 
región tenga que ver con la interacción con otras proteínas cargadas positivamente como ISCU y 
NFS1. Independientemente de la función biológica que posea, el parche aniónico es un elemento 
con consecuencias estructurales importantes. Dichas cargas afectan la electrostática de la 
molécula, otorgándole un carácter fuertemente polar a la región. Si bien resulta complejo estimar 
el pKa de dichos residuos, no cabe duda de la acidez de la cara accesible al solvente de la hélice α1. 
Nuestros resultados ponen en evidencia la relación entre la capacidad de interactuar con 
hierro y la estabilidad termodinámica de la molécula. Es posible que en la forma silvestre de la 
proteína la desestabilización inducida por la fuerte densidad negativa de la cara externa de la 
hélice α1 esté compensada por interacciones estabilizantes en el resto de la molécula suficientes 
para garantizar la capacidad de mantener armada la superficie de interacción con el metal, pero 
no tan intensas que se vea afectada la plasticidad conformacional necesaria para la interacción con 
las proteínas del complejo de síntesis de centros de Fe-S. En este sentido, es razonable pensar que 
la desestabilización de la proteína tenga consecuencias en la capacidad de interactuar con el metal, 
debido a que la orientación espacial de los residuos ácidos involucrados en la unión estará 
afectada. En efecto, la capacidad de interactuar con hierro de las variantes desestabilizadas 
FXN L198R y FXN90-195 se encuentra fuertemente disminuida.  
Por otro lado, se ha demostrado que la interacción con hierro estabiliza a la proteína (Adinolfi 
et al., 2004), probablemente debido a la compensación de cargas, lo cual es consistente con la 
estabilización debida al aumento de la fuerza iónica (ver Capítulos 3 y 7). Es notable que FXN90-195 
agregue cuando se la enfrenta a concentraciones elevadas del metal. Esto podría tener relación 
con el hecho de que la unión de hierro implique un reacomodamiento estructural que implique 
otras regiones de la proteína. En particular, creemos que la región C-terminal podría estar 
involucrada en esta compensación, y que su remoción impediría a la proteína estabilizar la 
conformación unida a hierro. En línea con ello, los experimentos realizados sobre las mutantes 
que incorporan cisteínas en el extremo C demuestran que la tasa de fluctuación de dicha región 
correlaciona, además de con la estabilidad global, con la capacidad retener hierro en solución. 
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6 El Rol de la Región C-terminal en la 
Dinámica de la Frataxina Humana 
 
La Frataxina es una proteína pequeña con un plegado de tipo α/β seguido 
por un segmento de 15 residuos con estructura no periódica que se 
empaqueta contra el core de la proteína. Analizamos varias mutantes de 
dicha región C-terminal, algunas de las cuales fueron reportadas en 
pacientes con ataxia de Friedreich. La mutante patogénica FXN L198R 
conserva la estructura globular de la proteína nativa, pero posee una 
estructura globalmente desestabilizada, y una dinámica localmente 
alterada. La variante FXN90-195—con una secuencia similar a la mutante 
FXN 193Δ, hallada en pacientes con ataxia de Friedreich—también 
conserva la forma globular, con estructura de tipo nativa, pero exhibe una 
alteración extrema de la estabilidad global y de la dinámica de toda la 
molécula. Además, la sensibilidad aumentada a la proteólisis, observada in 
vitro para ambas mutantes, sugiere una mayor tasa de degradación in vivo, 
brindando una explicación de por qué estas variantes provocan la 
enfermedad. En este capítulo exploramos el impacto de la alteración de la 
región C-terminal sobre la dinámica de la proteína. Los resultados 
contribuyen a comprender cómo la estabilidad y la actividad biológica se 
encuentran vinculadas a los movimientos de las proteínas.  
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Gregorio Weber (1975) 
 
La dinámica de las proteínas* 
Las proteínas, lejos de ser rígidas y estáticas, poseen estructuras muy dinámicas, y su función 
biológica depende íntimamente de ello. Los movimientos que experimentan las proteínas 
permiten el cambio conformacional y la respuesta a la presencia de otras moléculas o a variaciones 
en el entorno. Múltiples procesos bioquímicos y celulares como la transducción de señales, el 
reconocimiento de antígenos, el transporte de proteínas y la catálisis enzimática están 
íntimamente asociados a fluctuaciones estructurales. 
El rango de movimientos cubierto por la dinámica proteica es extraordinariamente grande, 
tanto en términos espaciales como temporales. La escala temporal de los eventos 
conformacionales que puede sufrir una proteína se extiende por 13 órdenes de magnitud (Figura 
6.1). La adaptabilidad o flexibilidad de una proteína puede resultar en cambios sutiles, como 
cuando las cadenas laterales de unos pocos aminoácidos de una enzima se mueven para unir un 
sustrato pequeño, o bien en cambio más dramáticos, como cuando el plegado de ciertas proteínas 
es facilitado por la presencia del ligando apropiado. Los eventos más rápidos son las vibraciones 
de los enlaces covalentes y rotaciones rápidas de las cadenas laterales, en la escala de 
picosegundos a nanosegundos. En el extremo contrario de la escala temporal, los eventos de 
disociación de complejos proteína−ligando o proteína—proteína, y las reacciones de plegado y 
desplegado pueden ocurrir con constantes temporales de horas. En escalas intermedias ocurren 
eventos como los desplazamientos de átomos individuales, grupos funcionales, cadenas laterales, 
regiones locales de la cadena principal, elementos de estructura secundaria y dominios completos. 
Si bien ya en 1935—dos décadas antes de que se obtuviera el primer modelo tridimensional 
de la estructura de una proteína mediante difracción de rayos X—Linus Pauling propuso una 
explicación estructural para la función proteica al sugerir que la interacción con ligando induce 
cambios conformacionales en la hemoglobina, el carácter dinámico de las proteínas fue 
                                                      
Abreviaciones utilizadas en este capítulo 
CPMG: Car-Purcell-Meiboom-Gill 
CTR: región C-terminal de la FXN — segmento 196-210 
FXN: Frataxina humana 
1H-15N HSQC: heteronuclear simple quantum correlation 
hnNOE: 1H-15N NOE heteronuclear 
NOE: nuclear Overhauser effect 
RMN: resonancia magnética nuclear 
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primeramente puesto de manifiesto mediante estudios de intercambio de protones (Hvidt, 1955; 
Kim et al., 1993). A partir de estos ensayos, se demostró también que la dinámica no es uniforme 
a lo largo de la cadena polipeptídica, y que los sitios más dinámicos están habitualmente 
involucrados en interacciones proteína−proteína (Luque et al., 2000; Sinha et al., 2001). De hecho, 
mediante experimentos de proteólisis limitada se demostró que la existencia de sitios de corte 
para proteasas específicas en la superficie de la proteína no es suficiente para que ocurra el clivaje, 
sugiriendo que la disponibilidad de sustrato no es el principal determinante de la actividad de las 
proteasas. En cambio, la efectividad de la proteólisis depende de la flexibilidad de la cadena 
principal y, en particular, de su capacidad para adaptarse al sitio activo de la proteasa (Fontana et 
al., 1986). 
El estado nativo, a diferencia de las conformaciones desplegadas, tiene baja entropía 
conformacional. Aun así, consiste de múltiples microestados que se interconvierten rápidamente. 
Dichos microestados tienen energías muy similares, pero sus conformaciones locales pueden ser 
muy diferentes como resultado del movimiento de algún elemento de estructura secundaria, 
cambio en la conformación de un loop, o reorientaciones de cadenas laterales. 
 
Figura 6.1. Cambios conformacionales en proteínas. Los movimientos que resultan en 
cambios conformacionales en las proteínas ocurren con constante temporales que van desde 
los nanosegundos a las horas. Los movimientos rápidos, vibraciones y libraciones alrededor 
de los enlaces covalentes, resultan en los átomos moviéndose solo una fracción de Ångström. 
La unión a ligando puede implicar movimientos sutiles, como rearreglos de las cadenas 
laterales de los residuos del sitio de unión o movimientos mayor, como rearreglos de dominios. 
Se observan movimientos similares para cambios estructurales alostéricos, en los que la unión 
de un ligando en un sitio de la proteína produce cambios en otras regiones. Finalmente, el 
plegado de las proteínas implica grandes movimientos de toda la cadena polipeptídica. 
Tomada de Teilum et al. (2009). 
En organismos termófilos, las proteínas han evolucionado para resistir altas temperaturas. 
Las proteínas termófilas son generalmente más rígidas que sus homólogos mesófilos, a igual 
temperatura. Sin embargo, a la temperatura fisiológica del organismo del que proviene la proteína 
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la flexibilidad de las proteínas mesófilas y termófilas es comparable, como se determinó mediante 
experimentos de intercambio de protones (Jaenicke, 2000; Jaenicke et al., 1998). Debido a que las 
enzimas termófilas tienden a perder su actividad a temperaturas menores a la fisiológica, se 
sugirió que la función de la proteína está correlacionada con la estabilidad y que la correlación 
debe estar mediada por cambios en la flexibilidad (Bahar et al., 2007; Kumar et al., 2001). 
En este capítulo utilizaremos el término dinámica para referirnos a los movimientos 
moleculares intrínsecos, de los que depende la exploración del espacio conformacional. Todas las 
proteínas son dinámicas, si bien con diferente amplitud y frecuencia de los movimientos. La 
dinámica puede cuantificarse y describirse en términos de la cinética con que ocurren dichos 
movimientos. Utilizamos el término flexibilidad para hacer mención de la habilidad de una 
proteína para adaptar su estructura cuando interacciona con un sustrato, o en respuesta a cambios 
en el entorno (Figura 6.1). La flexibilidad y la adaptabilidad son sinónimos: una proteína es flexible 
si puede adaptarse a diferentes ligandos o condiciones. La flexibilidad es una parte integral de la 
relación estructura−función de las proteínas, ya que juega un rol fundamental en la interacción 
proteína−ligando, la catálisis enzimática y el plegado proteico. 
Si bien la función de muchas proteínas puede entenderse a partir de su estructura promedio, 
las proteínas son inherentemente flexibles a temperatura ambiente, y esta flexibilidad 
generalmente refleja aspectos mecanísticos importantes de su función (Henzler-Wildman et al., 
2007). Es decir, que las proteínas no poseen una única estructura, sino que una descripción más 
exacta implica considerar un conjunto de estructuras en equilibrio. La proteína alterna 
continuamente entre estas diferentes conformaciones, que implican movimientos que van desde 
los nanómetros a los micrómetros, y ocurren en una escala temporal que cubre desde los 
femtosegundos hasta las horas. El rango de conformaciones termodinámicamente accesible que 
exploran las proteínas depende de su flexibilidad conformacional. Los mínimos del paisaje 
energético (ver Capítulo 7) corresponden a estados definidos con poblaciones finitas. La población 
de cada estado está determinada por su energía libre relativa, en tanto que la tasa de 
interconversión está determinada por las barreras de energía entre los estados. Un ensamble de 
estados incluye a todos los estados individuales dentro de una ventana temporal (ps, nm, µs-ms 
y s), es único para cada proteína y puede variar con la condición de trabajo (temperatura, presión, 
pH, fuerza iónica, interacción con ligando). Todas las proteínas poseen una dinámica intrínseca, 
pero la escala temporal en la que ocurren los cambios estructurales y la naturaleza de los mismos, 
en términos de las coordenadas atómicas, varían enormemente.  
Dinámica de la Frataxina humana 
Se han descripto dos mutaciones de la región C-terminal (CTR) de la FXN en pacientes con 
ataxia de Friedreich. Por un lado, se reportó la mutante puntual FXN L198R, que introduce una 
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carga positiva en la superficie apolar de interacción entre la CTR y residuos que protruyen de 
ambas hélices α (Al-Mahdawi et al., 2000). También se detectó una mutación que produce un 
corrimiento en el marco de lectura, dando lugar a la producción del fragmento FXN 193Δ, que 
está asociada al desarrollo de una forma muy agresiva y de rápida evolución de la enfermedad 
(Sacca et al., 2013). De acuerdo con ello, y sobre la base de los resultados presentados en el 
Capítulo 3, que indican que la interacción de la CTR con el dominio globular de la FXN es crítica 
para la estabilización de la molécula, hipotetizamos que la ausencia de la CTR, o el debilitamiento 
de las interacciones con el dominio globular compacto, debería impactar sobre la dinámica de la 
proteína, produciendo en última instancia moléculas más flexibles, desestabilizadas y no 
funcionales (ver Capítulo 5).  
En un contexto más amplio, la compleja relación entre estabilidad proteica y dinámica es tema 
de continuo estudio y debate. Para abordar este asunto, es importante comprender la diferencia 
entre eventos de desplegado local y global que podrían regir los diferentes procesos proteicos. 
Una alteración significativa en la estabilidad global de la FXN podría dar lugar a una 
alteración generalizada de los movimientos, o bien, podría producir un efecto localizado en 
regiones específicas de la proteína, causando únicamente un ajuste local de la dinámica molecular. 
Esto es particularmente relevante dada la posibilidad de diseñar ligandos que permitan modular 
la movilidad interna de ciertas regiones para lograr incrementar la estabilidad (Kamerzell et al., 
2008), lo cual constituiría una promisoria estrategia terapéutica para el tratamiento de casos de 
ataxia de Friedreich debida a mutaciones puntuales. 
En este capítulo utilizamos a la FXN como modelo para investigar la influencia de la CTR en 
la estabilidad y la dinámica de la estructura de la FXN. Los movimientos de las proteínas en 
diversas escalas temporales fueron investigados mediante experimentos de resonancia magnética 
nuclear (RMN) y proteólisis. La estabilidad global de cada variante fue estudiada mediante 
experimentos de desplegado en equilibrio térmico y químico. La exposición local al solvente fue 
investigada mediante experimentos que examinan la transferencia de magnetización entre 
protones amida y protones del solvente, aplicando técnicas de RMN. Además de la proteína 
silvestre (FXN90-210), incluimos en nuestro estudio las variantes patogénicas FXN90-195 y 
FXN L198R. Nuestros resultados indican que la mutación L198R produce un incremento en la 
dinámica local, en tanto que la completa deleción de la CTR produce un aumento en la dinámica 
global de la FXN. En ambos casos, la alteración de la dinámica ocurre concomitantemente con una 
disminución en la estabilidad termodinámica (ver Capítulo 3). Estos factores, en conjunto, podrían 
contribuir a la pérdida de función de la FXN en pacientes con ataxia de Friedreich.  
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Asignación de las variantes FXN90-195 y FXN L198R 
La asignación de los espectros 15N-1H HSQC—el espectro base en RMN de proteínas, en el 
que cada grupo amídico de la cadena principal da lugar a un pico cruzado—es el primer requisito 
para poder analizar los experimentos de RMN. Asignarlo implica relacionar cada pico cruzado 
del espectro con un residuo en la proteína. Trabajamos con las variantes FXN90-210, FXN90-195 
y FXN L198R marcadas con 15N (ver Apéndice B), en una concentración de entre 300 y 800 µM, en 
buffer Tris·HCl 20 mM, NaCl 100 mM, pH 7.0, con D2O al 5 %. Debido a que los espectros de las 
variantes no exhiben grandes diferencias, no fue necesario realizar la doble marca 13C/15N. Los 
experimentos fueron realizados a 22 °C en un espectrómetro Bruker Avance III 600 (600.13 MHz o 
14,1 Tesla), equipado con una criosonda de triple resonancia de 5 mm con gradientes en Z. Los 
datos fueron procesados con NMRPipe (Delaglio et al., 1995), y analizados con NMRViewJ 
(Johnson, 2004; Kirby et al., 2004). 
Los espectros 1H-15N HSQC de las tres variantes poseen buena dispersión de los corrimientos 
químicos (Figura 6.2A), indicador de que las proteínas se encuentran bien plegadas. La variante 
silvestre (FXN90-210) exhibe un espectro de excelente calidad, muy similar al previamente 
reportado por Musco et al. (1999). De forma similar, FXN L198R muestra un buen espectro 
1H-15N HSQC, con el número esperado de picos, todos ellos bien dispersos y con anchos de línea 
uniformes. En contraste, FXN90-195 muestra anchos de línea inhomogéneos y cierta 
superposición de los picos, especialmente en la región central del espectro. Asimismo, el número 
de picos observados para la versión truncada es mayor que el esperado, indicando heterogeneidad 
conformacional en la muestra. La presencia de señales adicionales en el espectro y los anchos de 
línea inhomogéneos, sugieren la existencia de conformaciones alternativas en equilibrio, que 
presentan una velocidad de intercambio conformacional lenta o intermedia en la escala temporal 
de RMN. Sin embargo, se pudo identificar una población mayoritaria y bien plegada en el 
espectro, que sí pudo ser asignada. Detectamos también alrededor de 30 señales adicionales, 
menos intensas y con poca dispersión de los desplazamientos químicos, que probablemente 
corresponda a una o más poblaciones no nativas de la proteína (Figura 6.3). En consecuencia, la 
presencia de la CTR estabiliza el plegado de la FXN, y su ausencia determina una proteína que 
parece explorar un espacio conformacional más amplio. 
Asignamos los protones alfa y amida, y las resonancias de nitrógeno de la variante 
FXN L198R, y la conformación principal de FXN90-195 utilizando los experimentos de 
3D 15N-NOESY y 15N-TOCSY (con tiempos de mezcla de 100 y 30 ms, respectivamente), sobre la 
base de los desplazamientos químicos de la variante silvestre de la FXN (BMRB ID: 4342) 
publicados previamente (Musco et al., 1999). También adquirimos un espectro 15N-NOESY de 
FXN90-210, que fue de utilizado como referencia para confirmar las asignaciones entre picos 
cruzados cercanos. 
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Figura 6.2. Análisis de los desplazamientos químicos de las variantes de FXN. (A) 
Superposición de los espectros 1H-15N HSQC de FXN L198R (panel izquierdo) y FXN90-195 
(panel derecho) con la variante silvestre, FXN90-210. En el panel central se muestran regiones 
seleccionadas del espectro en las que se indican las asignaciones de los desplazamientos 
químicos. (B) Diferencias promedio de los desplazamientos químicos (Ecuación 6.1) para cada 
residuo entre FXN90-210 y FXN L198R (izquierda), y entre FXN90-210 y FXN90-195 (derecha). 
Sobre los gráficos se esquematizan los elementos de estructura secundaria de acuerdo con la 
estructura cristalográfica de FXN90-210 (PDB ID: 1EKG). (C) Diferencias promedio de los 
desplazamientos químicos mapeadas sobre la estructura cristalográfica de FXN90-210 
(PDB ID: 1EKG) con un gradiente de colores que indica la magnitud de los cambios. Se indica 
la posición del residuo 198 (izquierda, rojo) y de la CTR (derecha, azul). Los espectros fueron 
adquiridos en buffer Tris·HCl 20 mM, NaCl 100 mM, pH 7.0, a 22 ºC. 
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Figura 6.3. Detalle del espectro 1H-15N HSQC de FXN90-195. Se presenta la asignación de 
dispersiones químicas de la conformación mayoritaria. Los insertos muestran regiones 
seleccionadas del espectro en las que se detectaron picos cruzados adicionales, menos intensos 
y dispersos que aquellos de la conformación principal, indicando que corresponden a una o 
más conformaciones menos pobladas y probablemente no nativas. Los espectros fueron 
adquiridos en buffer Tris·HCl 20 mM, NaCl 100 mM, pH 7.0, a 22 ºC. 
 En el caso de FXN L198R, los residuos L90 y D91 (extremo N), y S129 y G170, pertenecientes 
a loops expuestos al solvente en la proteína silvestre, no fueron observados en el espectro debido 
al alto grado de intercambio con el solvente.  
 La asignación de la conformación más poblada de FXN90-195 fue más dificultosa, debido a la 
mayor superposición de picos y a la presencia de picos adicionales. En este caso fueron de gran 
ayuda los picos cruzados secuenciales NH i-1 -NH i  del espectro NOESY en las regiones 
correspondientes a las hélices α. Para esta variante, los primeros cuatro residuos del N-terminal 
(L90, D91, E92 y T93) no fueron detectados, muy probablemente, debido al intercambio con el 
solvente; lo mismo ocurrió para los residuos T119, S129, G170 y K171, todos pertenecientes a 
regiones expuestas al solvente. Por su parte, el pico correspondiente al grupo N-H del residuo 
A105 probablemente se ensancha (dado que residuos del entorno cercano poseen picos cruzados 
relativamente ensanchados) debido a movimientos conformacionales lentos, volviéndose 
indetectable. Las asignaciones de 15N y 1H de la cadena principal de FXN90-195 y FXN L198R 
fueron depositadas en el Biological Magnetic Resonance Data Bank (BMRB IDs: 19785 y 19786). 
En la Figura 6.2B, se presentan las diferencias promedio en los desplazamientos químicos de 
cada residuo entre las señales amida de la variante silvestre y cada una de las mutantes; dichos 
resultados están mapeados en la estructura cristalográfica del dominio globular de la FXN (Figura 
6.2C). La diferencia promedio de los desplazamientos químicos del protón y del nitrógeno de cada 
residuo, producto de las perturbaciones generadas por las mutaciones, fue calculada mediante: 
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∆δprom=
∆δNH
2 + ∆δN
2 25
2
		, Ecuación 6.1 
donde ∆δNH y ∆δN son las diferencias en la dispersión del hidrógeno y del nitrógeno, 
respectivamente. La corrección aplicada al valor de ∆δN hace comparables los valores absolutos 
de dispersión química observados para ambos núcleos. 
Para la mutante FXN L198R, las diferencias con respecto a la proteína silvestre fueron 
menores en comparación con la variante truncada FXN90-195, y principalmente restringidas a los 
residuos espacialmente cercanos a R198, que se ubican en la CTR y en el loop α1-β1. Asimismo, los 
residuos más perturbados en FXN L198R tienen menor intensidad en el espectro HSQC y son más 
anchos, probablemente debido a inestabilidad conformacional o a una mayor exposición al 
solvente como consecuencia de la mutación.  
Las mayores desviaciones fueron observadas para la proteína truncada FXN90-195, 
fundamentalmente en las hélices α, que contactan con la CTR en la estructura de la variante 
silvestre de la FXN. Sin embargo, el loop α1-β1, las hebras β1, β5 y β6, y el loop β5-β6 también 
exhiben diferencias significativas en los desplazamientos químicos respecto de FXN90-210, a 
pesar de que dichos segmentos no interactúan directamente con la CTR en la proteína silvestre. 
Este resultado sugiere que la presencia de la CTR tiene influencias de largo alcance sobre la 
conformación y la estabilidad de la proteína. Sin embargo, la comparación de los patrones de 
NOESY de FXN90-195 y FXN90-210 indica que la estructura secundaria de la proteína se 
encuentra principalmente preservada en la variante truncada, con interacciones NOE medias 
NH i-1 -NH i  y Hα i-3 -NH i 	para hélices α, e interacciones NOE fuertes Hα i-1 -NH i  para 
hebras β. Además, el análisis TALOS+ de los valores de los desplazamientos químicos (Shen et al., 
2009) muestra que la estructura secundaria de la FXN se encuentra preservada en las variantes 
FXN90-195 y FXN L198R. 
Efecto de la perturbación de la región C-terminal sobre la flexibilidad 
En el caso de dominios de proteínas globulares, la estructura rígida del estado N no es buen 
sustrato para las proteasas, lo cual queda de manifiesto por la reportada resistencia de las 
proteínas a la proteólisis en condiciones fisiológicas, cuando se encuentran correctamente 
plegadas. La proteólisis de un sustrato proteico únicamente puede ocurrir si la cadena 
polipeptídica es capaz de adaptarse al sitio activo de la proteasa para unirse y permitir que ocurra 
la hidrólisis del enlace peptídico (Schechter et al., 1967). Las proteasas requieren una significativa 
flexibilidad de la cadena principal del sustrato para ejercer su función y, en consecuencia, sirven 
como herramientas para evaluar el grado de rigidez de la molécula blanco. Para estudiar el efecto 
de la perturbación de la CTR sobre la flexibilidad de la FXN, realizamos experimentos de 
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proteólisis limitada para identificar los sitios accesibles a la proteasa. Utilizamos quimotripsina 
debido a que la proteína posee 14 residuos aromáticos (Figura 6.6), distribuidos de tal forma que 
permiten investigar la dinámica de la cadena principal en diferentes sitios. Las variantes de FXN 
fueron tratadas con quimotripsina según se detalla en el Apéndice C. Las muestras fueron 
conservas a −80 °C y analizadas mediante SDS-PAGE, RP-HPLC o espectrometría de masas.  
En el caso de FXN L198R, realizamos pulsos con quimotripsina en relación 1:100 en masa. 
También incluimos en el estudio las variantes FXN L198A y FXN L198C, en las que el tamaño de 
la cadena lateral del residuo que ocupa la posición 198 varía (ver Capítulo 3). 
Las variantes FXN L198A y FXN L198C, al igual que la forma silvestre, presentan sustancial 
resistencia a la proteólisis, sin observarse cortes tras un pulso de 30 segundos (Figura 6.4, 
izquierda). Otras mutantes puntuales de la CTR, que introducen cisteínas en lugar de leucina en 
las posiciones 200 y 203, también resultan resistentes a la proteólisis (ver Capítulo 4). Por el 
contrario, la mutación L198R aumenta la sensibilidad a la acción de la quimotripsina. Incluso a 30 
segundos de iniciada la reacción, ~50 % de la proteína sufre cortes proteolíticos (Figura 6.4, 
derecha). El análisis de los péptidos permite determinar que el 100 % de las moléculas que sufren 
cortes, lo hacen en la posición Y205. Luego de 2 minutos, se observa mayor nivel de proteólisis en 
el mismo sitio, y tiempos más largos de incubación llevan a múltiples cortes a lo largo de la cadena 
polipeptídica.  
  
Figura 6.4. Experimentos de proteólisis de las mutantes puntuales de la posición 198. 
Izquierda: pulso de proteólisis de 30 segundos realizado a la variante silvestre y a las mutantes 
puntuales FXN L198R, FXN L198A y FXN L198C. Derecha: Avance de la reacción de proteólisis 
de FXN L198R. Las proteínas, en concentración 1.0 mg ml−1, fueron incubadas con 
quimotripsina en relación 1:100 (proteasa:proteína) en masa, en buffer Tris·HCl 20 mM, NaCl 
100 mM, EDTA 1 mM, pH 7.0, a 25 ºC. La reacción fue detenida agregando PMSF 1 mM. Las 
muestras fueron analizadas mediante espectrometría de masas (MALDI-TOF). 
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Figura 6.5. Experimentos de proteólisis limitada. Perfiles de RP-HPLC de ensayos de 
proteólisis de FXN90-195 (azul) y FXN90-210 (negro) a diferentes tiempos de incubación. Las 
proteínas (1.0 mg ml−1) fueron incubadas con quimotripsina, en relación 1:200, en buffer 
Tris·HCl 20 mM, NaCl 100 mM, EDTA 1 mM, pH 7.0, a 25 °C. La reacción fue detenida 
mediante el agregado de PMSF 1 mM. Se incluye una corrida de PMSF (verde) dado que 
produce un pico en el perfil cromatográfico. 
La remoción del segmento C-terminal en FXN90-195 altera significativamente la flexibilidad 
de la molécula, haciéndola muy susceptible a la proteólisis. Las condiciones experimentales 
empleadas para las demás variantes dieron lugar a la degradación casi instantánea de la proteína 
truncada, impidiendo el estudio detallado de los primeros sitios de corte. En consecuencia, 
implementamos un protocolo alternativo, más suave, que consistió en incubar la proteína con 
quimotripsina en una relación 1:200 (proteasa:proteína) en masa, a 25 °C. Separamos parcialmente 
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los componentes de las reacciones de proteólisis mediante RP-HPLC (Figura 6.5) y posteriormente 
analizamos las especies mayoritarias mediante MALDI-TOF. Al tratar a FXN90-195 con 
quimotripsina por 20 segundos observamos al menos seis cortes: Y118, Y143, W155, Y166, W173 
y Y175 (Figura 6.6). Por su parte, tras 5 minutos de incubación de FXN90-210 en las mismas 
condiciones, solo observamos el corte del sitio Y205, localizado en la CTR. Aun tras 4 horas de 
incubación con quimotripsina, no detectamos otro sitio de corte más que Y205. Esto pone en 
evidencia que la CTR posee una mayor flexibilidad que el resto de la proteína. 
Los sitios de corte detectados en FXN90-195, W155 (hebra β4) y Y175 (loop β6-α2), se 
encuentran parcialmente expuestos al solvente, de acuerdo con los resultados de exposición que 
se obtienen al analizar la estructura cristalográfica de la FXN (PDB ID:1EKG) con el programa 
MOL-MOL (Koradi et al., 1996). Por otro lado, los residuos Y143 (hebra β3, debajo de la hélice α2 
y la CTR), Y166 (hebra β5) y W173 (hebra β6), se encuentran ocultos. En consecuencia, cortes en 
estos sitios requerirían cambios conformacionales mayores, como eventos de desplegado global.  
La susceptibilidad aumentada a la proteólisis de las mutantes FXN L198R (Figura 6.4) y 
FXN90-195 (Figura 6.5) indica que cuando la CTR no está presente, o se encuentra perturbada la 
interacción con el dominio globular, la FXN exhibe una dinámica más exacerbada, que incluye 
eventos de desplegado local de mayor magnitud. 
 
  
Figura 6.6. Sitios de proteólisis en la FXN. Sobre la secuencia y la estructura cristalográfica 
(PDB ID: 1EKG) de la variante silvestre de la FXN se resaltan los residuos aromáticos, 
potenciales sitios de corte de la quimotripsina. Se muestran los sitios de corte observados en 
FXN90-195 (azul) tras 20 segundos de incubación, y en FXN90-210 (naranja) tras 5 minutos de 
incubación. Sobre la secuencia se esquematiza la estructura secundaria de la proteína. Las 
proteínas (1 mg ml−1) fueron incubadas con quimotripsina, en relación 1:200 en masa, en buffer 
Tris·HCl 20 mM, NaCl 100 mM, EDTA 1 mM, pH 7.0, a 25 °C. La reacción fue detenida 
agregando PMSF 1 mM. Las muestras fueron conservadas a −80 °C para su posterior análisis 
mediante SDS-PAGE y RP-HPLC seguido de espectrometría de masas.  
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Otra alternativa plausible sería que una fracción significativa de las moléculas de FXN90-195 
adopte una estructura de tipo molten globule—que son conformaciones parcialmente plegadas que 
conservan mayormente la estructura secundaria, exhiben compactación cuasi-nativa y exponen 
superficies apolares al solvente. Para verificar dicha posibilidad, evaluamos la interacción de la 
proteína con el ácido 1-anilinonaftalen-8-sulfónico (ANS) como se describe en el Apéndice D. Al 
igual que para la variante silvestre (ver Capítulo 2), no se observan cambios en el rendimiento 
cuántico del ANS al incubarlo junto con FXN90-195, indicando que el colorante no interactúa con 
la proteína. En consecuencia, descartamos que FXN90-195 posea superficies apolares accesibles al 
solvente y adopte una estructura tipo molten globule. Por lo tanto, la mayor susceptibilidad al 
ataque de proteasas probablemente se deba a una estructura más dinámica. 
Para explorar el efecto de las mutaciones patogénicas FXN90-195 y FXN L198R sobre la 
dinámica de la cadena principal a nivel residuo, realizamos mediciones de relajación de nitrógeno 
(Figura 6.7). Estas medidas sirven para obtener información de la dinámica de la cadena principal 
en escalas de tiempo rápidas, en el orden de los pico a los nanosegundos. También son de utilidad 
para detectar movimientos lentos debido al intercambio conformacional, que ocurren en el orden 
de los micro a los milisegundos. Además, permiten estimar el tiempo de correlación de la 
molécula. Los experimentos de relajación del nitrógeno comprenden la medición de las constantes 
de relajación 15N T1 (T1), 15N T2 (T2) y 1H-15N NOE (hnNOE). 
Las determinaciones fueron realizadas a 22 °C, con una frecuencia de nitrógeno de 60.82 MHz, 
utilizando esquemas de pulsos estándar de manera intercalada. Los datos de T1 y T2 fueron 
adquiridos con seis períodos de relajación. Para el cálculo de T1, los períodos de relajación 
utilizados para las tres variantes fueron 7, 300, 600, 900, 1200 y 1600 ms. Para el cálculo de T2, los 
períodos utilizados fueron 15.7, 31.4, 62.8, 125.5, 156.9 y 219.7 ms para FXN90-210 y FXN L198R, 
y 15.7, 31.4, 62.8, 78.4, 94.1 y 125.5 ms para FXN90-195. Los datos obtenidos fueron analizados con 
la rutina Rate Analysis del programa NMRViewJ (Johnson, 2004). Los valores de hnNOE fueron 
determinados por la relación entre los volúmenes de los picos de los espectros adquiridos con y 
sin saturación de 1H, empleando un período de relajación de 4 segundos para cada medición en 
ambos experimentos. Típicamente, los errores fueron del orden del 1 % para T1 y T2, y de entre 2 
y 5 % para las mediciones de hnNOE. 
A partir de desviaciones de los valores medios de estos parámetros es posible detectar los 
movimientos internos. Los movimientos rápidos son evidenciados por una disminución del 
hnNOE, que toma valores en torno a 0.80−0.85 en regiones estructuradas, mientras que los valores 
menores a 0.7 son típicos de residuos flexibles, que también muestran un aumento del T2 medio y 
un aumento o disminución del T1, dependiendo del tiempo de correlación de la molécula. Por su 
parte, los movimientos lentos solamente son detectados como una disminución del T2 medio.  
En concordancia con los resultados reportados por Correia et al. (2008), el dominio C-terminal 
de la variante silvestre de la FXN posee una tasa de relajación relativamente uniforme a lo largo 
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de la cadena, signo de que la proteína es compacta y globular. De hecho, el valor promedio de 
hnNOE es 0.81 ± 0.07, exhibiendo únicamente el extremo C valores menores que la media de la 
proteína (Figura 6.7B). El extremo N no se observa en el espectro debido a la alta exposición al 
solvente. Por lo tanto, excepto para ese segmento, en nuestras condiciones experimentales 
FXN90-210 no sufre movimientos internos rápidos (en rangos temporales del orden de los nano y 
picosegundos).  
Complementariamente, es factible calcular el tiempo de correlación de las proteínas en 
solución, que se obtiene a partir de la relación de T1/T2 de los residuos que no están sujetos a 
movimientos internos (hnNOE > 0.7 y T2 dentro del rango <T2> ± DS) (Fushman et al., 1994; Viles 
et al., 2001). Esta medida puede brindar información sobre el estado de oligomerización, si existe 
agregación y también sobre la globularidad de las muestras. Las relaciones T1/T2 experimentales 
son muy similares a las predichas por el programa HYDRONMR (Garcia De La Torre et al., 2000a, 
b) a partir de la estructura cristalográfica de la FXN (PDB ID: 1EKG), utilizando una temperatura 
de 22 °C, una viscosidad de 9.66×10−4 kg m−1 s−1, y un radio atómico de 3.2 Å (Figura 6.7A). 
HYDRONMR considera la difusión global, incluyendo el efecto de la rotación anisotrópica debida 
a la estructura, pero ignora la dinámica interna al asumir que la estructura es completamente 
rígida. Los valores de T1/T2 calculados reproducen razonablemente bien el perfil experimental 
con un valor de RMSD de 0.65 entre los valores calculados y los experimentales. Los únicos 
residuos de la proteína que presentan valores de T1/T2 relativamente altos y valores de T2 bajos 
son los comprendidos en el segmento V134−G141, que forma el loop β2-β3, y T149 que pertenece 
al loop β3-β4, lo que sugiere la presencia de movimientos de baja frecuencia, habitualmente 
asociados con intercambios conformacionales. Finalmente, el tiempo de correlación estimado a 
partir de la relación T1/T2 es 8.3 ns. Dicho resultado concuerda con el valor previamente reportado 
(Correia et al., 2008) y el calculado a partir de la estructura cristalográfica (8.0 y 7.9 ns, 
respectivamente); las sutiles diferencias en los valores podrían deberse a las condiciones 
experimentales. Por lo tanto, la FXN es una molécula rígida y compacta, que carece mayormente 
de movimientos internos acentuados.  
Para la variante FXN L198R, el valor promedio de T1/T2 para los residuos del dominio 
globular es muy similar al obtenido para la variante silvestre. Esto se traduce en un valor de tC de 
8.2 ns para la mutante L198R, muy similar al valor obtenido para la variante silvestre de la FXN, 
consistente con que ambas moléculas exhiban propiedades hidrodinámicas similares. Asimismo, 
la tendencia general del valor de T1/T2 a lo largo de la cadena polipeptídica es similar al de la 
proteína silvestre, indicando que la estructura terciaria de la proteína también se conserva en la 
mutante. Sin embargo, en este caso, hay ciertas regiones que muestran diferencias en los valores 
de relajación con respecto a la variante silvestre (Figura 6.7A y B). 
La mayor parte de los residuos con las mayores desviaciones en la relación T1/T2 con respecto 
al valor promedio se localizan espacialmente cerca de la posición 198 en la estructura de la 
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proteína, y muestran variaciones positivas debido a los menores tiempos de relajación de T2. Esto 
sugiere la presencia de movimientos de baja frecuencia (en el orden de los micro a milisegundos) 
en estas regiones como consecuencia de la mutación L198R. Estos resultados son consistentes con 
el perfil de hnNOE de la mutante, que es menos disperso que los datos de T1/T2. De hecho, el 
hnNOE es sensible a movimientos internos rápidos, pero no a los lentos. El valor promedio de 
hnNOE para esta variante es 0.81 ± 0.08, muy similar al de la variante silvestre. Los residuos S105 
(hélice α1) y A188 (hélice α2) son la excepción, exhibiendo una reducción significativa del valor 
de T1/T2 y del valor de hnNOE, indicativo de mayor flexibilidad en escalas cortas de tiempo (pico 
a nanosegundos). 
 La comparación de la dinámica de la mutante L198R con la de la proteína silvestre se resume 
y mapea sobre la estructura de la FXN en la Figura 6.7C. En general, la mutante tiene un 
comportamiento más dinámico que la proteína silvestre, mostrando una dinámica con 
predominio de movimientos lentos, si bien también presenta algunas regiones con movimientos 
rápidos en regiones que están espacialmente próximas a la carga positiva introducida por la 
arginina: CTR, hélice α2, hebra β6 y loop α1-β1. Como resultado, reemplazar la leucina de la 
posición 198 por arginina no solo afecta la estabilidad del dominio, sino también la dinámica 
interna del polipéptido que, sin embargo, posee estructura secundaria y terciaria similar a la de la 
variante silvestre. Se observa un aumento en la flexibilidad de la cadena polipeptídica en regiones 
localizadas cerca de la CTR, en varias escalas temporales. 
Con respecto a FXN90-195, observamos disminución de la señal en los espectros de RMN 
luego de mantener la solución concentrada de proteína durante 3 días a 22 °C, lo cual es signo de 
agregación—en concordancia con los resultados de los experimentos de ultracentrifugación 
analítica que presentamos en el Capítulo 3—y pone en evidencia cierto grado de inestabilidad. Por 
lo tanto, decidimos estudiar los movimientos internos de esta variante analizando las mediciones 
de relajación de 15N realizadas con una concentración de proteína de 300 µM. Bajo estas 
condiciones, la relación señal-ruido es buena y no se detecta variación de la señal tras la 
adquisición de los espectros. La Figura 6.7A y B muestra la relación T1/T2 y los valores de hnNOE 
a lo largo de la secuencia polipeptídica. Una inspección visual de los datos de relajación muestra 
que los valores son más dispersos que para la variante silvestre, y que el valor T1/T2 promedio 
para FXN90-195 (~11) es significativamente mayor que los valores observados para FXN90-210 y 
FXN L198R (~8). Atribuimos esta diferencia en los valores promedio, principalmente, a la 
tendencia a agregar que exhibe la variante truncada, generando en consecuencia un mayor tiempo 
de correlación rotacional aparente dado que se comporta como un objeto de mayor tamaño 
promedio. Asimismo, no podemos descartar una contribución al valor de T1/T2 de eventos de 
desplegado y replegado de la proteína en equilibrio rápido. 
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Figura 6.7 Dinámica de la cadena principal de las variantes de FXN. Se midió la relajación de 
15N-1H en FXN L198R (rojo), FXN90-195 (azul) y FXN90-210 (negro). (A) Relación T1/T2 de 15N 
para cada residuo de la proteína. Se muestran en gris los valores de la relación T1/T2 predichos 
por el programa HYDRONMR para la estructura cristalográfica de FXN. (B) Valores de 15N-1H 
NOE. (C) Mapeo de los movimientos de FXN L198R (izquierda) y FXN90-195 (derecha) sobre 
la estructura cristalográfica de la FXN silvestre (PDB ID: 1EKG). Los residuos que solo 
experimentan movimientos rápidos (en el orden de los picosegundos a los nanosegundos)—
con valores de 15N-1H NOE menores a 0.7 y T1/T2 más bajos o dentro de la media—se indican 
en azul. Aquellos en los que se detectaron movimientos conformacionales lentos (micro a 
milisegundos) se clasificaron de la siguiente manera: aminoácidos que exhiben valores de 
T1/T2 mayores que el promedio más 1 desvío estándar (rojo), aminoácidos con valores de T1/T2 
mayores que el promedio del subgrupo anterior (T1/T2 mayores que el promedio más 1 desvío 
estándar) más 1 desvío estándar (rosa), y aminoácidos que exhiben movimientos internos tanto 
rápidos como lentos—con valores de T1/T2 aumentados y valores de hnNOE reducidos—
(violeta). Los residuos para los que no se obtuvo información sobre su dinámica se muestran 
de color gris. Los residuos rígidos se muestran en amarillo. Los experimentos se realizaron a 
22 ºC, en buffer Tris·HCl 20 mM, NaCl 100 mM, pH 7.0.  
Sin embargo, los movimientos internos todavía pueden analizarse a partir de los datos de 
relajación. De hecho, no solo T1/T2, sino también los valores de hnNOE, son muy dispersos, con 
un promedio de hnNOE de 0.76 ± 0.13. Se observaron movimientos rápidos en los loops β1-β2, β2-β3, β3-β4, β4-β5 y β5-β6, y en ambas hélices, así como en los extremos de la proteína. Por otro 
lado, los bajos valores de T2 sugieren movimientos conformacionales lentos implicando a los 
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loops β1-β2 y β3-β4, las hebras β1 y β5, y ambas hélices α. Estas regiones parecen ser más flexibles 
que las regiones móviles en FXN L198R, sin considerar la CTR, que no está presente en la proteína 
truncada. Cabe mencionar que algunas de estas regiones no están en contacto con la CTR en la 
proteína silvestre (Figura 6.7C), sugiriendo que la remoción de la CTR produce efectos dinámicos 
de largo alcance. La dinámica de la cadena principal revela una flexibilidad significativa en las 
escalas temporales del orden de los picosegundos a los nanosegundos y de los micro a los 
milisegundos, en residuos espacialmente posicionados cerca de la CTR en el contexto de la 
variante silvestre, así como también en regiones más distantes. 
Para completar la caracterización de la dinámica de las variantes de FXN, realizamos 
experimentos de dispersión de la relajación de 15N de Carr-Purcell Meiboom-Gill (CPMG) 
(Meiboom et al., 1958). Estos experimentos son útiles para monitorear procesos lentos de 
intercambio conformacional (0.3 a 10 ms) y para detectar estados proteicos poco poblados que no 
son habitualmente observados de manera directa en espectros de RMN. La dispersión de la 
relajación CPMG sensa procesos que ocurren en un régimen de velocidad intermedia a 
rápida	 kex ≈ Δν , resultando en tasas de relajación aumentadas R2Obs = R2o+Rexo , siempre que 
haya una diferencia significativa en los desplazamientos químicos entre los estados existentes 
(Palmer et al., 2001). Estos experimentos permiten evaluar la contribución del intercambio 
conformacional entre diferentes conformaciones (Rex) del valor del T2 total. Rex es función de las 
constantes cinéticas de intercambio, de las poblaciones y de los desplazamientos químicos de las 
diferentes conformaciones. 
Los experimentos de dispersión de la relajación de CPMG fueron realizados con un campo 
magnético estático de 600.13 MHz (14,1 Tesla), sobre FXN90-210, FXN L198R y FXN90-195, en 
concentración 500 µM. Se utilizó un programa de pulsos de tiempo constante, compensado por 
relajación, fijando el período de tiempo TCPMG  en 100 ms para las variantes FXN90-210 y 
FXN L198R, y 80 ms para FXN90-195, en combinación con las siguientes frecuencias de CPMG 
νCPMG : 40, 200, 360, 520, 680, 840, 1000 y 1200 Hz para FXN90-210; 40, 80, 120, 160, 200, 240, 280, 
320, 360, 400, 480, 520, 600, 680, 760, 840, 920, 1000, 1080 y 1200 Hz para FXN L198R; y 50, 200, 400, 
600, 800, 1000, 1200 y 1500 Hz para FXN90-195. Se adquirieron juegos de datos en dos dimensiones 
de forma intercalada, con un período de relajación de 3 segundos entre las mediciones, y 256 
incrementos en la dimensión del nitrógeno. La tasa de relajación transversal (R2
Obs, donde R2
.  es la 
inversa de T2) para cada punto de frecuencia se obtuvo a partir de la intensidad de la señal medida 
al final del período de TCPMG, de acuerdo con: 
 
R2
Obs νCPMG = −ln Iν,CPMGIoTCPMG 		, Ecuación 6.2 
donde Io es la intensidad de la señal medida en un espectro de referencia sin el período CPMG y 
Iν,CPMG es la intensidad residual al final de la secuencia de pulsos CPMG para una frecuencia de 
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spin-lock específica. Se ajustó a los datos de dispersión un modelo de intercambio rápido de dos 
sitios (Luz et al., 1963a), o un modelo en el que los procesos de intercambio están ausentes—
R2
Obs νCPMG = R2o, donde R2o es la tasa de relajación transversa efectiva independiente de νCPMG. 
La contribución del intercambio a la señal de la tasa de relajación Rex
o  se estima como:  
 R2
Obs νCPMG⟶0 = Rexo + R2Obs νCPMG⟶∞  Ecuación 6.3 
donde R2
Obs νCPMG⟶0  y R2Obs νCPMG⟶∞  son las tasas de relajación intrínseca en ausencia de 
intercambio a νCPMG = 0 e infinito, respectivamente. R2Obs νCPMG⟶0  y R2Obs νCPMG⟶∞  se 
obtienen por aproximación a R2
Obs al valor de νCPMG más bajo y más alto utilizado, 
respectivamente. 
Evaluamos la dependencia de las tasas de relajación transversal de 15N con la frecuencia de 
spin-lock νCPMG  aplicada para FXN90-210, FXN L198R y FXN90-195. En la Figura 6.8A se 
muestran curvas de dispersión representativas. El ensanchamiento debido al intercambio 
conformacional Rex puede estimarse de la altura de la curva de dispersión (ΔR2
Obs), es decir, de la 
diferencia entre R2
Obs al menor νCPMG νCPMG⟶0  y el valor registrado al más alto νCPMG 
νCPMG⟶∞ . Los valores medidos se presentan a lo largo de la secuencia de la proteína en la 
Figura 6.8B para las tres variantes de FXN. Los valores medios de ΔR2
Obs aumentan de 0.60 s−1 para 
FXN90-210 y 0.72 s−1 para FXN L198R, a 2.88 s−1 para la variante truncada. Los residuos con una 
contribución Rex
o  significativa a la tasa relajación transversal están mapeados en la estructura 
cristalográfica de la FXN en la Figura 6.8C.  
La variante silvestre exhibe movimientos de intercambio conformacional en la región que 
incluye a la hélice α1, los loops β2-β3 y β3-β4—que también presentan valores cortos de T2—y las 
hebras β3, β4 y β6. La variante FXN L198R experimenta intercambio en las mismas regiones que 
la proteína silvestre, así como también en el residuo R198 y en la vecindad del mismo. En 
particular, los aminoácidos en la hélice α2 y en la CTR exhiben contribuciones considerables de 
Rex
o , como también sugieren las mediciones de T2. Por otro lado, FXN90-195 muestra mayores 
valores de ΔR2
Obs que las otras variantes. Las regiones que contribuyen al intercambio en la 
variante silvestre, exhiben valores de Rex
o  sustancialmente mayores en la mutante. Asimismo, 
existen segmentos de residuos alterados, distribuidos por toda la estructura de la proteína (el 
extremo C de la hélice α1, la hélice α2, los loops α1-β1, β1-β2 y β2-β3, y la hebra β5), que también 
están implicados en movimientos de intercambio. Por lo tanto, en esta escala temporal, ambas 
mutantes exhiben un comportamiento más dinámico. Particularmente en regiones localizadas en 
torno a la mutación en FXN L198R, y a lo largo de toda la proteína—con valores de Rex
o  
significativamente aumentados—en FXN90-105. Este resultado es consistente con las mediciones 
de R1 y R2 de 15N, indicando que la proteína truncada en capaz de explorar un ensamble 
conformacional más amplio que la variante silvestre o la mutante puntual FXN L198R. 
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Figura 6.8 Contribuciones del intercambio químico medido por CPMG. (A) Perfiles 
representativos de dispersión de la relajación de CPMG de FXN90-210, FXN90-195 y 
FXN L198R. Las curvas continuas son el ajuste global de la ecuación de Meiboom (Luz et al., 
1963b) a los datos experimentales. Los residuos S160 y T142 (negro) no exhiben intercambio 
químico en ninguna de las variantes. Por el contrario, N146 y L103 (verde) presentan 
intercambio químico en todas las variantes. T191 (rojo) intercambio en las mutantes, pero no 
en la variante silvestre. K208 (naranja)—que pertenece a la CTR—intercambia únicamente en 
FXN L198R. Finalmente, F109 (azul) muestra intercambio solamente en FXN90-195. (B) 
Contribución del intercambio a la relajación transversa, ΔR2
Obs, estimada a partir de la 
diferencia entre los R2
Obs obtenidos en el mínimo y el máxima valor de νCPMG. Se presenta la 
contribución por residuo para FXN90-210 (arriba), FXN L198R (centro) y FXN90-195 (abajo). 
La línea horizontal en los gráficos de FXN90-210 y FXN L198R indica el umbral de intercambio 
de 2 s−1. En el caso de FXN90-195 se indican los umbrales de intercambio de 4 y 10 s−1. (C) 
Mapeo de los resultados obtenidos para las tres variantes sobre la estructura cristalográfica de 
la FXN (PDB ID: 1EKG). Los experimentos se realizaron en buffer Tris·HCl 20 mM, NaCl 
100 mM, pH 7.0, a 22 ºC. 
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Accesibilidad al solvente 
El empaquetamiento global de las variantes de FXN fue explorado mediante la evaluación de 
la accesibilidad de los residuos de triptofano a través de extinción de fluorescencia por acrilamida 
(Figura 6.9). No se observaron diferencias entre las diversas variantes, indicando que los 
triptofanos están, en promedio, empacados de forma similar. En comparación, la fluorescencia de 
la N-acetiltriptofanamida (NATA)—un compuesto modelo de triptofano libre, completamente 
expuesto al solvente—es marcadamente más susceptible al efecto extintor de la acrilamida. Estos 
resultados son consistentes con que las proteínas sean compactas en solución. 
 
Figura 6.9. Extinción de la fluorescencia de triptófanos por acrilamida. Se incluyó 
N-acetiltriptofanamida (NATA) para observar la extinción del triptofano libre. La 
fluorescencia se midió excitando a 295 nm, y la emisión se colectó entre 305 y 450 nm, a 25 ºC 
en buffer Tris·HCl 20 mM, NaCl 100 mM, pH 7.0. 
Estimamos las tasas relativas de intercambio con el solvente de los grupos amida de la cadena 
principal midiendo el efecto ζNOE—que aumenta con la tasa de intercambio con el solvente—
utilizando la secuencia de pulsos water-NOE (Grzesiek et al., 1993). El experimento, que requiere 
que la muestra esté marcada con 15N, comienza aplicando un pulso selectivo que invierte la señal 
del agua; tras un período de tiempo en el que se deja que la magnetización de los NH intercambie 
químicamente con la del agua, se adquiere un espectro 1H-15N HSQC. Este espectro se compara 
con el obtenido cuando no se realiza la inversión del agua. La accesibilidad al solvente se evidencia 
como una disminución relativa de las señales de ambos espectros.  
Se obtuvieron espectros con la magnetización del agua orientada a lo largo del eje +z y −z de 
manera intercalada (Gallo et al., 2009). El experimento fue realizado a 22 °C, con un tiempo de 
mezcla de 60 ms. En el experimento con la magnetización del agua orientada paralela al eje z 
(paralela a la magnetización del protón amida), el efecto ζNOE del agua se suma a la intensidad 
intrínseca de los picos cruzados. En contraste, en el experimento con el agua orientada antiparalela 
al eje z, el ζNOE es sustraído de la intensidad intrínseca de los picos cruzados. Por lo tanto, el ζNOE 
puede ser calculado tomando las diferencias entre las intensidades de los picos cruzados 
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correspondientes a ambos experimentos, normalizadas por la suma de intensidades. Para tiempos 
cortos de mezcla, el ζNOE se debe a casi exclusivamente al intercambio químico. 
Los resultados para FXN90-210 se muestran en la Figura 6.10. Las regiones expuestas al 
solvente son los dos residuos del extremo N de la hélice α1—que de hecho no se observan en los 
experimentos de RMN—y los loops β1-β2, β4-β5, β5-β6 y β6-α2. También los residuos K197, D199, 
S201 y G207 de la CTR exhiben intercambio con el solvente relativamente alto, lo cual es 
compatible con un aumento en la accesibilidad del solvente. Este comportamiento concuerda con 
las accesibilidades inferidas a partir de la estructura de la FXN. 
 
Figura 6.10 Intercambio agua–protón amida en FXN90-210. Valores de ζNOE por residuo. 
Mayores valores ζNOE indican que el residuo está menos protegido del intercambio con el 
solvente. Los resultados se presentan mapeados sobre la estructura cristalográfica de 
FXN90-210 (PDB ID: 1EKG). Los experimentos se realizaron a 22 ºC en buffer Tris·HCl 20 mM, 
NaCl 100 mM, pH 7.0. 
La Figura 6.11 muestra las diferencias ente los valores de ζNOE obtenidos para FXN L198R y 
FXN90-195, y aquellos obtenidos para la proteína silvestre: 
 ΔζNOE = ζNOE mutante − ζNOE silvestre Ecuación 6.4 
Los residuos que presentan valores positivos de ΔζNOE están más protegidos del intercambio 
con el solvente en la proteína silvestre, y a la inversa en el caso de valores negativos de ΔζNOE. 
Para la mutante FXN L198R, las regiones con accesibilidad al solvente aumentada están 
localizadas en los loops α1-β1 y β5-β6, y en la CTR, todos ellos espacialmente cercanos a la posición 
198 en la estructura de la variante silvestre. En contraste, en FXN90-195, la mayoría de los residuos 
exhiben valores positivos de ΔζNOE, indicando que los protones amida de esta variante están 
globalmente menos protegidos del intercambio con el solvente que aquellos de la proteína 
silvestre. Las mayores diferencias en el intercambio con el agua se observan en la hélice α1, el 
segmento C-terminal de la hélice α2, y los loops α1-β1, β4-β5 y β6-α2, que están en contacto con la 
CTR en FXN90-210. Sin embargo, también aparecen valores positivos de ΔζNOE en residuos de la 
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lámina β. Estos resultados muestran un aumento generalizado de la exposición al solvente en la 
variante truncada, y concuerdan con el hecho de que esta mutante está altamente desestabilizada, 
exhibe un comportamiento más dinámico, exhibiendo cierto grado de respiración local que le 
permite un mayor intercambio con el solvente. En contraste, en el caso de FXN L198R, las 
diferencias en cuanto al intercambio con el solvente se localizan casi exclusivamente en las 
regiones cercanas a la mutación. 
 
Figura 6.11 Intercambio agua–protón amida en las mutantes FXN L198R y FXN90-195. (A) 
Diferencias entre los valores de ζNOE de FXN90-210 y los de (A) FXN L198R y (B) FXNX90-195 
(Ecuación 6.4). Los residuos con valores de ∆ζNOE positivos están más protegidos del 
intercambio con el solvente que la variante silvestre. Los resultados se presentan mapeados 
sobre le estructura cristalográfica de FXN90-210 (PDB ID: 1EKG). Los experimentos se 
realizaron a 22 ºC en buffer Tris·HCl 20 mM, NaCl 100 mM, pH 7.0. 
El rol de la región C-terminal en la dinámica de la Frataxina humana 
Los movimientos biológicamente relevantes de las proteínas se distribuyen en una escala 
temporal muy amplia y están involucrados en procesos muy distintos. Perturbar la dinámica del 
estado nativo puede afectar interacciones de tipo proteína−proteína y proteína−sustrato, así como 
la estabilidad in vivo, tal como ocurre con la FXN en pacientes con ataxia de Friedreich (Correia et 
al., 2006; Rufini et al., 2011). 
Los movimientos en escalas temporales cortas (pico a nanosegundos) están asociados a la 
termodinámica por su contribución a la entropía conformacional. En particular, mediante la 
reducción de la diferencia de entropía entre los ensambles nativo y desplegado, las proteínas 
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pueden incrementar su estabilidad termodinámica (Dagan et al., 2013). Los movimientos lentos 
(micro a milisegundos) están asociadas a la función (cambios conformacionales) y al alosterismo 
(transducción de señales intramoleculares). En proteínas funcionales, la rigidez y la flexibilidad 
deben estar balanceadas dentro de cierta estabilidad conformacional. La observación de proteínas 
muy estables, pero con alta flexibilidad y heterogeneidad conformacional (Durney et al., 2004) 
indica que las relaciones entre los movimientos moleculares y la estabilidad podrían ser más 
complejas que una simple relación inversa, donde el aumento en las fluctuaciones moleculares 
determina una disminución en la estabilidad. En esta misma línea, la rubredoxina de Pyrococcus 
furiosus—una proteína termostable (Tm N⇌U.  ~200 °C) con una cinética de desplegado muy lenta—
presenta una flexibilidad conformacional mayor que las proteínas mesófilas típicas, a juzgar por 
experimentos de intercambio de protones que demuestran que la apertura conformacional para 
el acceso de solvente a 28 °C ocurre en el orden de los milisegundos (o más rápidamente) para 
todas las posiciones amida (Hernandez et al., 2000). Estos resultados sugieren que las fluctuaciones 
conformacionales y los movimientos de la proteína podrían estar solo débilmente asociados a la 
dinámica global (plegado/desplegado).  
En contraste, estas propiedades pueden estar asociadas, tal como se deduce del hecho de que 
mutaciones de la proteína CI2 provocan alteraciones en la dinámica de la cadena principal y de 
las cadenas laterales (Whitley et al., 2008). Una mutación localizada en el core de la proteína puede 
afectar la dinámica de la porción N-terminal (pico a nanosegundos), influenciando la flexibilidad 
de toda la molécula. Remarcablemente, las mutantes de CI2 muestran movimientos aumentados 
de las cadenas laterales, en comparación con la variante silvestre de CI2. Este aumento en 
movimientos está distribuido globalmente, sugiriendo que existe cooperatividad en la dinámica.  
La dinámica de la FXN en el rango de los pico a los nanosegundos fue estudiada previamente 
mediante RMN (Correia et al., 2008; Prischi et al., 2009). Las tasas de relajación longitudinal y 
transversa y los hnNOE indican que la FXN se comporta como una proteína globular rígida y 
compacta, con movimientos internos únicamente en los extremos. Por lo tanto, al igual que en el 
caso de la CI2, la FXN silvestre parece haber evolucionado para tener un alto nivel de rigidez que 
podría ser importante para su función. Los resultados obtenidos en los experimentos de 
proteólisis están en línea con esta idea. 
 Aquí hemos demostrado que la relación T1/T2 experimental reproduce muy bien los valores 
predichos a partir de la estructura cristalográfica. Sin embargo, a pesar del hecho de que la FXN 
es una proteína mayormente rígida, nuestros resultados muestran algunos movimientos 
conformacionales lentos en el orden de los milisegundos, que involucran una región que incluye 
la hélice α1—que posee la mayor parte de los residuos ácidos que forman el parche aniónico 
responsable de la unión de hierro (ver Capítulo 1)—las hebras β3 y β4, y los loops β1-β2 y β3-β4. 
Estas últimas regiones no están directamente involucradas en la unión a hierro, pero podrían estar 
involucradas en otras funciones o interacciones.  
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Con respecto a la CTR, en la variante silvestre los residuos K197, D199, S201 y G207 exhiben 
tasas de intercambio con el solvente relativamente altas, coincidentemente con el corte en Y205 
observado al incubar con quimotripsina. La CTR le confiere estabilidad a la FXN (ver Capítulo 3), 
al mismo tiempo que le permite modular la dinámica y la velocidad de plegado (ver Capítulo 7). 
El hecho de que la truncación de la FXN a partir del residuo 193 determine una forma severa de 
ataxia de Friedreich (Sacca et al., 2013) indica que la CTR es crucial para la función biológica de la 
proteína. Los experimentos de proteólisis demostraron que en tanto que la variante silvestre 
FXN90-210 es sumamente resistente, en la variante truncada se detectan seis sitios de clivaje en 
los primeros 5 minutos de la reacción. Tanto eventos de desplegado local, como la presencia de 
moléculas desplegadas en solución—como consecuencia de la baja estabilidad termodinámica de 
FXN90-195—podrían contribuir a esta característica. 
Si bien la variante FXN90-195 conserva una forma globular, con estructura secundaria de tipo 
nativa, la remoción completa de la CTR no solo resulta en una alteración significativa de la 
estabilidad global, sino que también conlleva una extensa alteración de la dinámica proteica 
analizada por la tasa de intercambio protón–agua y mediciones de la relajación de 15N. Las 
regiones con movimientos aumentados incluyen regiones lejanas a la CTR y ocurren en un rango 
temporal amplio. Esto contrasta con otras mutantes patogénicas como FXN D122Y, FXN G130V, 
FXN I154F y FXN W155R, en las que las mediciones de la relajación demostraron que aunque el 
valor de T1/T2 varía debido a la agregación, los valores de hnNOE no cambian (Correia et al., 2008). 
Este comportamiento de la proteína truncada indica que, en nuestras condiciones experimentales, 
la proteína explora un espacio conformacional sustancialmente mayor que la variante silvestre o 
que la mutante L198R, que podría incluir intermediarios de alta energía y conformaciones 
desplegadas. Esto también queda en evidencia en el espectro 15N-1H-HSQC de FXN90-195 que 
muestra que coexisten en solución otras conformaciones menos pobladas—que podrían ser 
parcialmente plegadas—en equilibrio con la conformación nativa mayoritaria. Teniendo en 
cuenta que la diferencia en energía libre entre los estados plegado y desplegado para la variante 
truncada es 1.5 kcal mol−1, la fracción desplegada en equilibrio sería ~7 % (ver Capítulo 3). 
 En línea con la desestabilización inducida por la ausencia de la CTR, se observó que la 
proteína exhibe cierta tendencia a autoasociarse. Más probablemente, la truncación de la CTR deja 
algunas cadenas laterales hidrofóbicas expuestas al solvente y, cuando aumenta la concentración 
de proteína, las moléculas tienden a interactuar unas con otras para minimizar la superficie apolar 
accesible. La variante truncada se encuentra significativamente desestabilizada, lo cual hace que 
sea muy probable que se atraviese la barrera de activación de la reacción de desplegado. 
Por otro lado, analizamos la mutante patogénica FXN L198R (Al-Mahdawi et al., 2000). La 
cadena lateral de L198 interactúa con residuos de la hélice α1 (F109 y L113), la hélice α2 (L190 y 
L194), el loop α1-β1 (Y118) y la CTR (L200, T196 y T191), estableciendo una amplia red de contactos 
terciarios. La introducción de una carga positiva en un entorno hidrofóbico debilitaría la 
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interacción de la CTR con el dominio globular y compacto N-terminal de la FXN. Esta mutación 
da lugar a una desestabilización global de la estructura de la proteína y una alteración significativa 
de la dinámica de la CTR y de la hélice α2 (en el rango temporal de los micro a los milisegundos) 
y del loop α1-β1 (en la escala de los pico a los nanosegundos). Asimismo, las tasas de intercambio 
con el solvente de la CTR y del loop α1-β1 también aumentan. El hecho de que el radio 
hidrodinámico de dicha variante sea ligeramente mayor que el de la variante silvestre (ver Capítulo 
3) es consistente con cierto grado de desorden o respiración local en este segmento de la proteína.  
Los residuos que cambian sus movimientos como consecuencia de la mutación L198R se 
encuentran en contacto con L198 en el contexto de la variante silvestre, indicando que la alteración 
en la dinámica producida por este cambio en la estructura de la proteína es muy localizada. 
Además, ciertos cambios en la estabilidad local medidos mediante intercambio de hidrógeno, 
parecen co-localizar con un incremento en la movilidad interna en residuos cercanos a la 
mutación. Dado que el loop α1-β1 forma parte del parche aniónico, los cambios en la dinámica de 
esta región podrían causar la función defectuosa observada en esta mutante (ver Capítulo 5). 
Asimismo, la reducción significativa en la estabilidad termodinámica y la sensibilidad a 
proteólisis aumentada in vitro, podría ser causa de mayor tasa de degradación in vivo. 
En cuanto a la función biológica, la hélice α1 y el loop α1-β1—que contienen un número de 
posibles sitios de unión a hierro—son las regiones más distorsionadas tanto en FXN L198R como 
en FXN90-195. Este comportamiento es congruente con la mayor sensibilidad a proteasas 
observada para la variante truncada, que incluye un sitio proteolítico en el loop α1-β1. 
Notablemente, la variante truncada y la mutante FXN L198R están drásticamente alteradas en 
cuanto a su capacidad de interactuar con hierro (ver Capítulo 5). 
La función proteica está íntimamente ligada a la flexibilidad. La forma en que la función, la 
flexibilidad y la estabilidad están conectadas es en la actualidad motivo de intenso debate. Una 
comprensión más profunda de la interrelación entre estas propiedades no solo es de interés básico, 
sino que también tiene implicancias en el diseño de proteínas para diversas aplicaciones médicas 
y biotecnológicas. En este capítulo, estudiamos relaciones entre movimientos y estabilidad en la 
FXN silvestre y en las variantes FXN L198R y FXN90-195 para explorar en detalle el vínculo entre 
estas propiedades y para comprender más acerca del rol de la CTR en la estabilidad y función de 
la FXN. En conjunto, nuestros resultados contribuyen a explicar por qué la alteración de la CTR 
en la mutante FXN L198R, o su remoción completa en FXN 193Δ, causan ataxia de Friedreich.  
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7 El Rol de la Región C-terminal en la 
Cinética de Plegado y Desplegado 
de la Frataxina Humana 
 
Estudiamos el mecanismo de plegado y desplegado inducido por urea de la 
Frataxina humana mediante experimentos de mezclado rápido, seguidos por 
dicroísmo circular. El análisis de nuestros resultados indica la existencia de 
un estado intermediario en la ruta de plegado, con un contenido 
significativo de estructura secundaria, pero relativamente baja 
compactación en comparación con el ensamble nativo. Esto da cuenta de un 
paisaje energético rugoso para la Frataxina humana, en contraposición al 
homólogo de Saccharomyces cerevisiae. También estudiamos el rol de la 
región C-terminal, un determinante clave de la estabilidad de la Frataxina. 
Incluimos en nuestro estudio una batería de mutantes, incluyendo dos 
variantes patogénicas. Detectamos el extremo C se halla fundamentalmente 
desestructurado en TS2, el estado de transición más compacto, que 
determina la transición del estado intermediario al ensamble nativo. La 
remoción del segmento C-terminal desestabiliza drásticamente al estado 
nativo sin alterar TS2. Nuestros resultados revelan el mecanismo de 
plegado de la Frataxina humana, y abren la posibilidad de diseñar variantes 
estables en las que no esté alterada la cinética de plegado. 
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Cyrus Levinthal (1969) 
La cinética de plegado y desplegado 
El denominado problema de plegado proteico indaga acerca de cómo la secuencia de aminoácidos 
que conforman un polipéptido da lugar a la estructura tridimensional de la molécula. Los 
experimentos de Christian Anfinsen sobre la renaturalización de la ribonucleasa permitieron 
postular que la estructura nativa de una proteína depende solamente de la secuencia de 
aminoácidos y de las condiciones de la solución (Anfinsen, 1973; Anfinsen et al., 1961). 
La reacción de plegado, entendida como aquella mediante la cual la cadena polipeptídica 
establece interacciones con el solvente y consigo misma para alcanzar una configuración de 
mínima energía—el estado nativo—ocurre de manera eficiente y en tiempos compatibles con los 
procesos biológicos. Cyrus Levinthal (1969) advirtió que la posibilidad de que dicho proceso 
ocurra mediante un conjunto de eventos al azar, en el que se exploran diferentes combinaciones 
de conformaciones hasta encontrar aquella de menor energía, es inviable dado que la búsqueda 
tomaría un tiempo absolutamente incompatible con los requerimientos celulares. Esta 
observación llevó de forma casi inmediata a postular la existencia de rutas preferenciales que 
guían el proceso de plegado proteico hacia la forma nativa (Harrison et al., 1985; Sali et al., 1994a). 
El descubrimiento de estados parcialmente plegados, que se estabilizaban en presencia de 
concentraciones definidas de agentes caotrópicos, apoyó la idea de la existencia de intermediarios 
en la reacción de plegado (Baldwin, 1975; Roder et al., 1988). * 
En la década de 1980, la concepción de ruta de plegado—en las que una secuencia definida de 
eventos consecutivos llevan a la proteína del estado desplegado a una forma única plegada—fue 
reemplazada por la de paisajes energéticos, que se convirtió rápidamente en la visión más aceptada 
para explicar el mecanismo de plegado (Bryngelson et al., 1995; Bryngelson et al., 1987). La 
perspectiva de los paisajes energéticos permitió plantear que dicho proceso ocurre mediante una 
                                                      
Abreviaciones utilizadas en este capítulo 
CD: dicroísmo circular 
FXN: Frataxina humana 
TS: estado de transición 
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búsqueda conformacional guiada por la disminución de la energía libre que resulta de 
contribuciones entálpicas y entrópicas (ver Capítulo 3), entre las que se destaca la disminución de 
la entropía conformacional (Figura 7.1). La teoría de los paisajes energéticos es una descripción 
estadística de la superficie potencial de la proteína, que no se limita a encontrar una única ruta 
hacia el estado nativo.  
 
Figura 7.1 Teoría del paisaje energético. Los embudos energéticos son una forma de 
representar metafóricamente la superficie de energía potencial de las proteínas, dando cuenta 
de cómo un polipéptido se pliega para adquirir la estructura nativa guiado por la minimización 
de la energía libre. Según este modelo, la proteína desplegada (U) posee tanto alta entropía—
debido al gran número de estados conformacionales posibles (representados por el ancho del 
embudo)—como alta energía libre. En la medida que la proteína se pliega, la energía libre y el 
número de estados conformacionales disponibles disminuyen, en tanto que aumenta el 
número de contactos nativos. Existen mínimos locales que pueden atrapar a la proteína en 
estados intermediarios (I) durante algún tiempo, enlenteciendo el progreso de la reacción de 
plegado. En el fondo del embudo la energía libre se encuentra en el mínimo y existe un único 
estado conformacional disponible, que denominamos estado nativo (N). 
Los paisajes energéticos permiten explicar el proceso de minimización de energía (que 
postula la hipótesis termodinámica de Anfinsen) y el hecho de que la reacción se complete 
rápidamente (evitando caer en la paradoja de Levinthal) recurriendo a múltiples posibles rutas en 
paisajes energéticos con forma de embudos. En lugar de ver al plegado como un proceso en el que 
todas las cadenas atraviesan la misma secuencia de eventos para alcanzar el estado nativo, la 
hipótesis de los embudos energéticos ve al plegado como una representación del ensamble 
promedio de un proceso que es microscópicamente más heterogéneo. En este proceso, cada 
molécula individual sigue su propia trayectoria, pero eventualmente todas alcanzan el mismo 
punto en el fondo del embudo: el estado nativo. Las interacciones que tienen lugar minimizan la 
frustración energética; de la falta de sincronización entre procesos dominados por las 
componentes entrópica y entálpica surgirían las barreras de activación observadas en la reacción 
de plegado (Figura 7.2).  
EN
ER
G
ÍA
ENTROPÍA CONFORMACIONAL
Intermediarios 
de plegado (I)
Estado 
nativo (N)
Estados 
parcialmente 
plegados
Estados 
desplegados 
(U)
C
O
NTA
CTO
S NATIVO
S
––––––––—––——––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––—–————–––––––––––––––––––—–––––– 
182│ 
 
Figura 7.2 Perfil de energía libre para la reacción de plegado de una proteína de dos estados. 
El esquema presenta la energía de los estados nativo (N) y desplegado (U) para una proteína 
cuya reacción de plegado puede describirse mediante un mecanismo de dos estados. En el 
escenario que se muestra, el estado N posee una menor energía libre que el estado U, y en 
consecuencia la reacción se desplaza hacia el plegado de la proteína. La diferencia entre las 
energías libres de cada estado es la energía libre estándar en equilibrio ΔG°N⇌U.  para el 
sistema de trabajo (buffer, temperatura, etc.), y da cuenta de la estabilidad termodinámica. El 
estado de transición (TS) es el estado de máxima energía que se alcanza en la reacción. La altura 
de la barrera del estado de transición determina la magnitud de los coeficientes que rigen la 
reacción (kUN y kNU), y dan cuenta de la estabilidad cinética. 
Muchos estudios teóricos han sugerido que la velocidad y el mecanismo de plegado 
dependen del tamaño (Gutin et al., 1996; Wolynes, 1997), la estabilidad (Finkelstein et al., 1997; Sali 
et al., 1994b) y la topología (Dill et al., 1993; Karplus et al., 1994; Plaxco et al., 1998). Las proteínas 
pequeñas pueden completar su reacción de plegado en escalas temporales inferiores a los 
milisegundos (Chan et al., 1997; Eaton et al., 1997; Khorasanizadeh et al., 1993; Schindler et al., 1995; 
Takahashi et al., 1997). Se estima que el máximo coeficiente de velocidad de plegado para una 
proteína se encuentra en el orden de 1 µs−1 (Hagen et al., 1996) 
Para explicar el plegado de una proteína, el caso más simple es aquel en que la molécula 
puede existir en estado desplegado (U) o nativo (N). La concentración total proteína se conserva: 
 proteína = U + N  Ecuación 7.1 
La tasa con que varía la concentración de una especie, en una condición de trabajo 
determinada, queda definida por los coeficientes que dirigen la interconversión de U a N (kUN) y 
de N a U (kNU). Las ecuaciones que definen el avance de la reacción son: 
 d U
dt
= kNU	 N − kUN U  Ecuación 7.2 
 d N
dt
= kUN U − kNU N  Ecuación 7.3 
donde U  y N  son las concentraciones de los estados desplegado y nativo, respectivamente.  
Reemplazando la Ecuación 7.1 en la Ecuación 7.2, la variación de [N] queda definida como: 
U
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 d N
dt
= kUN	 proteína − kNU + kUN  N  Ecuación 7.4 
La solución de la ecuación derivada del modelo de dos estados es una función exponencial 
simple de la forma N = B e'k t + C. Reemplazando en la Ecuación 7.4, se verifica: 
(1) que el valor de k que satisface la Ecuación 7.4 es la suma de los coeficientes kUN y kNU, 
quedando definido un coeficiente de velocidad aparente kobs : 
 kobs =  kUN + kNU  Ecuación 7.5 
(2) que dicha solución satisface la Ecuación 7.4 cuando C = kUN proteína
kNU+kUN . 
(3) que N ∞ (el valor de N  cuando t→∞) es N ∞ = C. En términos químicos, cuando t→∞ el 
sistema alcanza el equilibrio y d N
dt
= 0. De la Ecuación 7.4 se deriva que 
 N ∞ = kUN proteínakNU + kUN  Ecuación 7.6 
que coincide con el valor hallado para el término C de la solución. 
(4) que N o (el valor de N  cuando t = 0) es N o = B + C. En consecuencia, B = N o − N ∞. 
Nótese que el valor de N o es el valor de N  en las condiciones de equilibrio previas al 
comienzo de la reacción. La concentración de cada una de las especies en equilibrio depende de 
las características del sistema, que determina cuál de los estados es el más favorable 
energéticamente. En dicha situación, la relación entre ambas especies es una constante de 
equilibrio KN⇌U , que queda definida como: 
 KN⇌U = UN  Ecuación 7.7 
En el equilibrio la concentración de cada una de las especies es constante, de manera que 
d U
dt
= d N
dt
= 0. Igualando las Ecuaciones 7.2 y 7.3 tenemos que U
N
= kNU
kUN
. Al igualar con la Ecuación 
7.7, observamos que la constante de equilibrio y los coeficientes cinéticos se relacionan como: 
 KN⇌U = kNUkUN Ecuación 7.8 
Para el caso particular de N o, integrando las Ecuaciones 7.1 , 7.7 y 7.8 , tenemos: 
 N o = kUNo	 proteínakNUo + kUNo  Ecuación 7.9 
donde kNUo y kUNo son los coeficientes de velocidad en las condiciones originales de la muestra, 
es decir, antes de realizar la mezcla para obtener una nueva concentración de agente caotrópico. 
Experimentalmente, el valor de [N] se obtiene a partir de alguna señal que permita distinguir 
entre los estados N y U. Llamaremos Ao y A∞ a las señales correspondientes a N o y N ∞, 
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respectivamente. Por lo tanto, la solución a la Ecuación 7.4, que permite calcular la señal a un 
determinado tiempo t, queda definida como: 
 Señal (t) = Ao − A∞ 	e'kobs t + A∞ Ecuación 7.10 
El coeficiente kobs queda definido por la Ecuación 7.5. La señal en equilibrio (A∞), y la señal a t=0 
(Ao) quedan definidas por la suma de la contribución a la señal total de los estados N y U. Para el 
caso general de una señal AX cualquiera en una condición de trabajo que determina que las 
concentraciones de los estados nativo y desplegado sean N X y U X, AX = SN	 N X + SU	 U X, 
donde SN y SU son las señales de los estados nativo y desplegado, respectivamente. Incorporando 
la Ecuación 7.1 se obtiene que AX = SN + SU 	 N X + SU. Para los casos particulares de A∞ y Ao, 
incorporando las Ecuaciones 7.6 y 7.9, tenemos: 
 A∞ = SN + SU 	kUN proteínakNU + kUN + SU Ecuación 7.11 
 Ao = SN + SU 	kUNo	 proteínakNUo + kUNo + SU Ecuación 7.12 
Si bien este resultado no es intuitivo, resulta aún mucho más compleja la solución general 
para un sistema de tres estados, en el que existe además de U y N un estado intermediario (I). Este 
tipo de estados puede poblarse significativamente o no en el equilibrio (dependiendo de su 
energía relativa a N y a U) y su existencia como estado intermedio en la vía de plegado puede 
inferirse a partir de estudios de la dinámica de plegado (estudios cinéticos). 
Plegado y topología del estado nativo 
Se propuso que existe una relación entre la cinética de plegado y la complejidad topológica 
de una proteína. Una forma de medir la complejidad topológica es por medio del cálculo del orden 
de contacto (OC), que refleja la importancia relativa para la estructura nativa de una proteína de 
los contactos que se forman localmente (entre dos residuos próximos en la secuencia) y de aquellos 
que se forman como consecuencia de la interacción de dos residuos distantes en secuencia, pero 
que por su ubicación espacial se encuentran cercanos en la estructura tridimensional. El orden de 
contacto es la distancia en secuencia (expresada como número de residuos) promedio entre todos 
los pares de residuos que establecen contacto, normalizada por la longitud total de la secuencia. 
Para cada par de residuos i y j que se encuentran en contacto, el orden de contacto queda definido 
como: 
 
OC = 1
L×N
	 ∆Si,jN.  Ecuación 7.13 
donde N es el número total de contactos, ∆Si,j es el número de residuos que separan a los residuos 
i y j en secuencia, y L es el número total de residuos en la proteína. Un valor de orden de contacto 
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bajo implica que en promedio los residuos interactúan con otros que están cercanos en secuencia, 
en tanto que uno alto indica la existencia de un gran número de interacciones de largo alcance. El 
logaritmo natural del coeficiente de plegado en ausencia de agente desnaturalizante, que es 
inversamente proporcional a la altura de la barrera del estado de transición (Ecuación 7.17), 
correlaciona muy bien con el orden de contacto, sugiriendo que la topología es un determinante 
significativo de la velocidad de plegado (Plaxco et al., 1998). Interpolando en esta correlación se 
puede calcular en qué escala de tiempo esperaríamos que tenga lugar el proceso de plegado de 
una proteína como la Frataxina humana (FXN). De la misma manera, se han realizado 
correlaciones entre parámetros que definen la topología de las proteínas y la existencia de 
intermediarios en su ruta de plegado. Así, el programa PRORATE (Song et al., 2010) predice que 
la FXN es una proteína con mecanismo de plegado tipo multiestado, con una constante de plegado 
cercana a 5.43 s−1. 
La organización topológica de una proteína, entendida como el orden en el que están 
dispuestos los elementos estructurales a lo largo de la secuencia, podría definir el acoplamiento y 
cooperatividad de plegado (estructura secundaria plegándose simultáneamente con la terciaria y 
adquiriendo un grado de compactación nativo) entre sus subdominios o dominios. De esta forma, 
quedan definidas o por lo menos mucho más acotadas las regiones del espacio conformacional o 
paisaje de energía que serán exploradas en la búsqueda conformacional hacia el estado nativo. Se 
ha sugerido que las proteínas pueden haber evolucionado en una dirección en la que se 
seleccionaron ciertas topologías que contribuyeron con el aumento del acoplamiento entre las 
diferentes regiones proteicas, evitando así  las zonas del paisaje que conducen a trampas cinéticas 
(mínimos locales) y plegado incorrecto (Shank et al., 2010). 
El estudio del ensamble del estado de transición 
Una reacción química procede espontáneamente cuando la energía libre del producto es 
menor que la del sustrato (ΔG°S→P. < 0). El camino que sigue el reactivo para convertirse en el 
producto no altera las energías de los estados inicial y final, sin afectar, en consecuencia, la 
espontaneidad de la reacción. El camino puede, sin embargo, afectar fuertemente la tasa con que 
ocurre la reacción, dependiendo de las energías libres asociadas a cualquier estado intermediario 
al que deba acceder la molécula en el transcurso de la reacción. Si consideramos la reacción de 
plegado de una proteína, en la que la cadena polipeptídica adopta una conformación 
tridimensional única, estabilizada por un gran número de interacciones débiles con el solvente y 
consigo misma, podemos imaginar que en algún instante dichas interacciones están parcialmente 
formadas. Esta forma molecular sería extremadamente inestable, debido a que estaría asociada a 
una energía libre muy alta. En general, para que un sustrato se transforme en producto, la 
molécula debe acceder transitoriamente a esta forma inestable, conocida como estado de transición 
de la reacción. El estado de transición de una reacción química se define como la estructura de 
––––––––—––——––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––—–————–––––––––––––––––––—–––––– 
186│ 
máxima energía libre (Figura 7.2), y representa una barrera energética que la reacción debe 
superar para proceder. Cuanto mayor sea la energía del estado de transición en relación al 
sustrato, más lento será el avance de la reacción. Sin embargo, una vez que el sistema alcanza la 
energía suficiente para alcanzar el estado de transición, la reacción puede proceder libremente al 
producto (o bien, alternativamente, revertir al estado inicial del sustrato). Para una reacción con 
intermediarios, la reacción de cada especie involucra un estado de transición separado. Por 
convención, se acepta referirse al estado de transición de máxima energía, que es el que determina 
en definitiva la velocidad de la reacción, como el estado de transición global. 
La energía necesaria para que el sustrato acceda al estado de transición se denomina energía 
de activación y queda definida como la diferencia entre las energías libres de ambos estados. En 
este capítulo indicaremos a la energía de activación con el símbolo ΔG°.TS, indicando mediante un 
subíndice el sentido en que se considera la reacción. La energía de activación es un concepto 
importante porque la altura de la barrera se relaciona directamente con la tasa de la reacción. 
Consideremos la reacción de plegado de un polipéptido como una reacción unimolecular en la 
que el sustrato, representado por el estado desplegado (U), se convierte en el producto, 
representado por la conformación nativa (N), a través del estado de transición TS (Figura 7.2). La 
energía de activación para esta reacción es ΔG°U→N
TS . La constante de equilibrio para U yendo a TS 
será [TS]/[U]. Reacomodando la ecuación que relaciona la energía libre con la constante de 
equilibrio, ΔG° = −RT ln Keq , obtenemos: 
 
TS = [U] e'ΔG°U→NTSRT  Ecuación 7.14 
De manera análoga a lo que ocurre en las reacciones químicas en las que se rompen y forman 
enlaces covalentes para generar un producto, en el contexto del plegado proteico puede 
demostrarse que la frecuencia vibracional de las interacciones que se están rompiendo y 
formando, que coincide con la frecuencia con que el estado de transición procederá a la formación 
de producto, está dada por: 
 - = kBT
h
		, Ecuación 7.15 
donde kB es la constante de Boltzmann (1.3807×10−23 J K−1), h es la constante de Planck 
(6,6261×10−34 J s), T es la temperatura absoluta. La tasa de desaparición de U queda definida por: 
 −d U
dt
= -	 TS = [U] kBT
h
e'ΔG°U→NTSRT  Ecuación 7.16 
donde R es la constante de los gases ideales (8,3145 J mol−1 K−1). El coeficiente cinético de primer 
orden de la reacción de plegado (kUN) queda entonces definido por la ecuación de Arrhenius 
(Fersht, 1985; Matouschek et al., 1989): 
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kUN = kBTh  e'ΔG°U→NTSRT  Ecuación 7.17 
En el estudio de la reacción de plegado, el análisis de las barreras energéticas, en términos del 
contenido de estructura y grado de compactación del ensamble del estado de transición, resulta 
sumamente relevante para poder comprender cuáles son las interacciones que estabilizan al 
ensamble, y qué interacciones están presentes únicamente en la forma nativa pero no influyen en 
la energética del estado de transición.  
La estructura y la energética del estado de transición puede derivarse del análisis de los 
valores φ (Matouschek et al., 1989). Este procedimiento requiere producir mutantes adecuadas de 
la proteína—desestabilizantes, pero no disruptivas—a las que se le miden los cambios en energía 
libre de activación (ΔΔG°U→N
TS  y ΔΔG°N→U
TS ) y de equilibrio (ΔΔG°N⇌UH2O ) con respecto a la variante 
silvestre (Figura 7.3). El valor φ, para una reacción de dos estados (N⇌U), se define como: 
 
φ = 
ΔΔG°U→N
TS
ΔΔG°N⇌UH2O = ΔG°U→N	TS,silvestre − ΔG°U→NTS,mutanteΔG°N⇌UH2O,silvestre − ΔG°N⇌UH2O,mutante Ecuación 7.18 
 
Figura 7.3 Análisis de valores φ. El esquema presenta el caso de una proteína cuya reacción 
de plegado puede describirse mediante un mecanismo de dos estados, en la que se ha 
introducido una mutación desestabilizante. En consecuencia, la mutante (rojo) se encuentra 
desestabilizada con respecto a la variante silvestre (negro). Se asume que la mutación puntual 
no altera la energía del estado desplegado (U), con lo cual la diferencia en estabilidad global es 
igual a la diferencia de energía entre los estados nativos (N) de las variantes. La magnitud de 
dicha desestabilización está dada por la diferencia entre las estabilidades de ambas variantes, 
ΔΔG°N⇌UH2O . Por otro lado, ΔΔG°U→NTS  es la diferencia de energía entre la mutante y la variante 
silvestre en el estado de transición (TS), es decir, la diferencias en las energías de activación. El 
cociente entre ambas magnitudes (Ecuación 7.18) depende de la cantidad de estructura que se 
ha consolidado en TS en la posición de la mutación. Un valor de φ = 0 implica que la mutación 
no desestabiliza a TS (ΔΔG°U→N
TS = 0), dando cuenta de la ausencia total de estructura de la 
posición mutada en TS. Por el contrario, la introducción de una mutación en una región en la 
que hay completa formación de estructura en TS, implica una desestabilización de la mutante 
en TS semejante a la desestabilización global, y por lo tanto, φ = 1 (Matouschek et al., 1989). 
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Un valor de φ de 0 significa que la interacción medida (la que se perturba como consecuencia 
de la mutación) está poco formada en el estado de transición (al igual que en el estado 
desplegado), en tanto que un valor de 1 implica que la interacción se encuentra formada en el 
estado de transición, al igual que en el estado nativo (Fersht, 2000). En este último caso, la 
participación de ese residuo en la energética del estado de transición es similar a la que se observa 
para el estado nativo.  
La cinética de plegado las Frataxinas 
La región C-terminal de las variantes eucariotas de Frataxina es usualmente de mayor 
longitud con respecto a la observada en organismos procariotas, siendo esta una diferencia 
topológica clave entre homólogos. Sin embargo, hay algunas excepciones, por ejemplo, la variante 
de Saccharomyces cerevisiae o la de varias especies del género Leishmania, en las que la región 
C-terminal está ausente. Si se comparan las variantes de Frataxina humana, de S. cerevisiae y de 
E. coli, puede detectarse una correlación entre la longitud del extremo C (y el tipo de interacciones 
que esta región establece con el resto de la proteína) y la estabilidad termodinámica de las 
proteínas, siendo la variante humana la de mayor estabilidad y la de S. cerevisiae la más inestable 
(Adinolfi et al., 2004). Este hecho nos llevó a preguntarnos acerca del rol de esta región no 
conservada de la proteína. 
Particularmente, nos enfocamos en mutaciones localizadas en la región C-terminal de la 
Frataxina humana. Observamos que la remoción de la región C-terminal en la variante FXN90-195 
altera en gran medida la dinámica interna y produce una desestabilización crítica de la proteína, 
dando lugar a que ~7 % de las moléculas se hallen es estado desplegado en condiciones fisiológicas 
y temperatura ambiente (ver Capítulos 3 y 6). Dicha observación permite explicar por qué la 
mutante FXN193Δ resulta patogénica y da lugar al desarrollo de ataxia de Friedreich (Sacca et al., 
2013). Asimismo, estudiamos en detalle las perturbaciones producidas por la mutante patogénica 
FXN L198R (Al-Mahdawi et al., 2000).  
Observamos que esta mutación altera la dinámica de forma local, afectando 
fundamentalmente residuos que se encuentran en contacto con L198 en el contexto de la variante 
silvestre. Además, esta mutación produce un amplio efecto sobre la estabilidad global de la 
proteína y reduce significativamente su capacidad de unir hierro, una actividad que estaría 
relacionada con su función (ver Capítulo 5). En consecuencia, es relevante investigar el rol del 
segmento C-terminal en el mecanismo de plegado dado que dicha región es un determinante 
crítico de la estabilidad, la dinámica, y posiblemente de la función. 
El mecanismo de plegado de la forma monomérica de la Frataxina de S. cerevisiae—que carece 
de un extremo C análogo al de la humana—fue descripto razonablemente bien acudiendo a un 
modelo de dos estados. En base a la curvatura de la dependencia del logaritmo natural de la 
constante observada de velocidad (kobs) en función de la concentración de agente desnaturalizante 
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(ln(kobs) vs. [D]), se sugirió que en la reacción de plegado debe atravesarse una barrera de energía 
libre suave pero ancha compatible con un único estado de transición cuya compactación podría 
variar en función de la concentración de agente caotrópico (Bonetti et al., 2014; Gianni et al., 2014). 
Se demostró mediante técnicas de RMN que la Frataxina de S. cerevisiae presenta un 
intermediario en equilibrio lento con la forma plegada a temperatura ambiente (Vilanova et al., 
2014). La proteína se desestabiliza por frustración energética localizada proveniente de la 
repulsión entre las cargas negativas de residuos ácidos (en las hebras b1 y b2). El análisis de los 
desplazamientos químicos sugiere que esta región de la proteína está localmente desplegada en 
el intermediario. Sin embargo, el equilibrio puede desplazarse a la forma plegada incrementando 
levemente la concentración de NaCl. 
En este capítulo analizamos el mecanismo de plegado y desplegado inducido por urea de la 
Frataxina humana (FXN) mediante experimentos de mezclado rápido, seguidos por dicroísmo 
circular (CD). También realizamos experimentos de plegado y desplegado, siguiendo el cambio 
en la intensidad de fluorescencia. Estudiamos particularmente la contribución del extremo C en 
el mecanismo y caracterizamos las especies que aparecen en la ruta de plegado y desplegado. La 
descripción del proceso de plegado a la que arribamos es más compleja que la recientemente 
descripta para la Frataxina de S. cerevisiae. 
El mecanismo de plegado y desplegado de la Frataxina humana 
Las reacciones de plegado y desplegado se iniciaron mezclando proteína con buffer y urea en 
un equipo de mezclado rápido de tipo quench-flow SFM-400 (Bio-logic) acoplado a un 
espectropolarímetro Jasco J-810, con el que se analizó el cambio de señal en el tiempo. Se midió 
dicroísmo circular (CD) a 225 nm con un ancho de banda de 4 nm, utilizando una celda de paso 
0.2 cm. En cada experimento, adquirimos 8 000 puntos, correspondientes a la señal detectada a 
diferentes tiempos, convenientemente equiespaciados de modo de muestrear el avance de la 
cinética hasta que la reacción alcance el equilibrio. Adquirimos y promediaron entre 3 y 6 trazas 
temporales para cada concentración de urea. 
En la Figura 7.4 se muestran trazas de tiempo representativas, correspondientes a las 
reacciones de plegado y desplegado de la variante silvestre de la FXN. Se obtuvieron las líneas de 
base de los estados plegado y desplegado—la señal de cada estado en función de la concentración 
de desnaturalizante—diluyendo proteína nativa en concentraciones bajas de urea 
(subdesnaturalizante) y proteína desplegada a concentraciones altas de desnaturalizante, 
respectivamente. 
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Figura 7.4 Trazas cinéticas de las reacciones. Cambio en la señal de CD como consecuencia de 
las reacciones de plegado (A) y desplegado (B). Se muestran las líneas de base correspondientes 
a la mezcla de proteína desplegada con urea en alta concentración (gris, panel A) o de la 
proteína nativa con baja concentración de urea (gris, panel B). Las líneas continuas son el ajuste 
de una función exponencial más un término independiente del tiempo (Ecuación 7.10). La 
diferencia entre los datos experimentales y la función ajustada (residuales) se muestran debajo 
de cada panel. Los experimentos fueron realizados a 25 ºC en buffer fosfato de sodio 20 mM, 
NaCl 100 mM, pH 7.0, y el avance de las reacciones se siguió por CD a 225 nm. 
Análisis de datos y selección del modelo para describir el mecanismo de plegado 
Para encontrar un modelo que describa correctamente la cinética de las reacciones se ajustó a las 
trazas cinéticas una función exponencial, una función exponencial más una recta y una función 
suma de dos exponenciales, mediante regresión no lineal. Se aplicó el Criterio de Información de 
Akaike (AIC) para elegir entre todos los modelos aquel que posee la mejor relación entre bondad 
de ajuste y número de parámetros empleados (Burnham et al., 2010). El valor de AIC para cada 
ajuste se calcula según: AIC = N × ln r
2
N
+ 2 (P+1), donde N es el número de datos, P es la 
cantidad de parámetros independientes incluidos en el modelo, y r2 es la suma de los cuadrados 
de los errores residuales obtenidos al ajustar el modelo en cuestión a los datos experimentales. Se 
selecciona el modelo que resulta en el menor valor de AIC. 
Encontramos que la mejor ecuación de acuerdo con AIC es una exponencial simple de la 
forma: Señal(t) = B e'k t + C, sin obtener mejoras en la bondad del ajuste al utilizar una función 
suma de dos exponenciales—que podría observarse si la reacción ocurriera en dos pasos 
independientes, distinguibles por el método de detección (ver más adelante).  
Si bien no es posible definir a priori si la FXN posee un comportamiento cinético de dos estados 
o si visita múltiples estados en el transcurso de las reacciones de plegado o desplegado, es 
razonable considerar que el término independiente del tiempo (C) corresponde a la señal en el 
equilibrio, cuando t→∞ (A∞), y que la amplitud de la función (B) es la diferencia entre la señal 
inicial (Ao) y el valor final en el equilibrio: Ao − A∞. Las constantes que dirigen la reacción se 
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encuentran agrupadas en un único coeficiente de velocidad aparente, kobs. En consecuencia, las 
trazas cinéticas pueden describirse mediante la Ecuación 7.10. Los valores de A∞, Ao y kobs 
obtenidos de los mejores ajustes a los datos de los experimentos realizados para la variante 
silvestre (FXN90-210) se muestran en la Figura 7.5. Los pesos estadísticos fueron de 1 para las 
trazas cinéticas, y la inversa de los errores estándar para el ajuste de kobs, Ao y A∞. Los valores de 
los parámetros que producen el mejor ajuste fueron expresados como media ± error estándar. 
 
Figura 7.5 Plegado y desplegado de la variante silvestre. (A) Gráfico de ln(kobs) y (B) A∞ (señal 
a t→∞) y Ao (señal a t=0), en función de la concentración de urea. El inserto en el panel A 
muestra los valores de kobs de los experimentos de replegado a concentración final de urea 1 M, 
utilizando diferentes concentraciones de proteína. En el panel B se distinguen los valores de 
Ao obtenidos en los experimentos de plegado (círculos blancos) de los obtenidos en 
experimentos de desplegado (triángulos blancos). Las líneas continuas en ambos paneles 
representan el ajuste del modelo de tres estados (Ecuaciones 7.22−7.24) a los valores de kobs, A∞ 
y Ao, obtenidos de los ajustes de una exponencial simple a las trazas cinéticas. Las líneas 
punteadas del panel B representan la extrapolación de los valores de	Ao obtenidos al llevar la 
proteína a distintas concentraciones de agente desnaturalizante (dependencia de la señal del 
estado nativo y desplegado con la concentración de agente caotrópico). Los experimentos 
fueron realizados a 25 ºC en buffer fosfato de sodio 20 mM, NaCl 100 mM, pH 7.0. Se diluyó la 
solución de proteína con buffer con y sin urea (para los experimentos de replegado y 
desplegado, respectivamente) en proporciones adecuadas para obtener la concentración 
deseada de proteína y de desnaturalizante. Para los experimentos de replegado se preincubó 
la proteína en urea 5.3 M. 
Cabe mencionar que la curva que definen los valores de CD obtenidos al final de las 
reacciones (Figura 7.5B, puntos negros) coincide con las obtenidas en experimentos 
independientes de desplegado en equilibrio inducido (valores de Cm N⇌U.  en Tablas 7.3 y 7.6). 
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También seguimos la reacción de plegado y desplegado mediante fluorescencia de 
triptofanos para verificar que los datos obtenidos no dependieran de la sonda conformacional 
utilizada para analizar el avance de la reacción (Figura 7.6). Observamos que los valores de kobs 
obtenidos en ambos experimentos son superponibles. En el primer caso, se sigue la evolución del 
contenido de estructura secundaria mientras que, en el segundo, la estabilización de ambientes 
apolares en el entorno de residuos aromáticos. 
 
Figura 7.6 Constante cinética obtenida siguiendo la reacción mediante CD o fluorescencia. 
Gráfico de ln(kobs) en función de la concentración de urea, obtenidas en los experimentos de 
plegado y desplegado seguido por CD a 225 nm o fluorescencia de triptofanos. Los valores de 
kobs se obtuvieron de los ajustes de una exponencial simple a las trazas cinéticas. Los 
experimentos fueron realizados a 25 ºC en buffer fosfato de sodio 20 mM, NaCl 100 mM, pH 
7.0. Se diluyó la solución de proteína con buffer con y sin urea (para los experimentos de 
replegado y desplegado, respectivamente) en proporciones adecuadas para obtener la 
concentración deseada de proteína y de desnaturalizante. Para los experimentos de replegado 
se preincubó la proteína en urea 5.3 M. 
Es evidente una curvatura a bajas concentraciones de desnaturalizante en el brazo de 
desplegado (izquierdo) del gráfico de ln(kobs) vs. [urea] (Figura 7.5A y Figura 7.6). Este tipo de 
comportamiento ha sido relacionado a fenómenos de asociación o agregación proteica (Silow et 
al., 1999), isomerización de prolinas (Kiefhaber et al., 1992a; Kiefhaber et al., 1992b), o la existencia 
de al menos un estado intermediario (Bachmann et al., 2001; Sanchez et al., 2003; Scott et al., 2005). 
También se propuso que dicha curvatura podría deberse a efectos del agente desnaturalizante 
sobre el estado de transición, produciendo un movimiento de la barrera que limita la velocidad 
de la reacción (Gianni et al., 2009).  
Desestimamos la agregación de las variantes de FXN como causa de la curvatura debido a 
que bajo nuestras condiciones de trabajo kobs no se modifica al variar la concentración de proteína 
de 3 a 15 µM (inserto de la Figura 7.5A). Mediante experimentos de cromatografía de exclusión 
molecular analítica y de dispersión de luz verificamos que las variantes de longitud completa de 
FXN son monoméricas a concentraciones significativamente mayores (ver Capítulo 3). Por otro 
lado, descartamos isomerizaciones cis/trans de prolinas debido a la ausencia de una fase adicional 
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que dé cuenta de un proceso lento, con una constante de velocidad  independiente de la 
concentración de agente desnaturalizante (Reimer et al., 1998). 
Asimismo, se observa un aumento en la señal de CD—debido a un incremento en el contenido 
de estructura secundaria—durante los ~10 ms que insume el mezclado y de los cuales no es 
posible recuperar información para el análisis (Figura 7.4). Esto es particularmente notable a bajas 
concentraciones de urea. Como consecuencia la señal al comienzo de la reacción de replegado (Ao) 
no concuerda con la extrapolación de la línea de base construida al ajustar una recta que define la 
dependencia del valor de Ao con la concentración de urea (Figura 7.5B). La presencia de esta fase 
explosiva o burst-phase es compatible con la existencia de al menos un estado intermediario I . 
Por lo tanto, a pesar de que se ha sugerido que la curvatura del gráfico de ln(kobs) vs. [urea] 
puede tener su origen en alteraciones producidas por el desnaturalizante sobre el estado de 
transición, como en la Frataxina de S. cerevisiae (Bonetti et al., 2014; Gianni et al., 2014), la utilización 
de un modelo de dos estados no parece ser apropiada en nuestro caso debido a la presencia de la 
fase explosiva al comienzo de la reacción. 
En conjunto, estos resultados sugieren que el mecanismo de plegado de la FXN debe 
explicarse recurriendo a un modelo que incorpore por lo menos un estado intermediario: 
U 	   kIU 	 
	  kUI	   
 I 
 	  kNI  	
	  kIN 	  
 N , 
donde kUI, kIU, kIN y kNI son los coeficientes de velocidad que definen la tasa con que ocurren las 
transiciones entre los estados, en una condición de trabajo determinada. En consecuencia, los 
valores kobs, Ao y A∞ obtenidos de los ajustes de la Ecuación 7.10 las trazas cinéticas (Figura 7.4) 
fueron simultáneamente estudiados en términos de un modelo de tres estados. Las ecuaciones 
que definen el avance de la reacción son: 
 d U
dt
= kIU	  I − kUI U  Ecuación 7.19 
 d N
dt
= kIN	  I − kNI N  Ecuación 7.20 
 proteína = U +  I + N  Ecuación 7.21 
donde U ,  I , N  son las concentraciones de los estados desplegado, intermediario y nativo, 
respectivamente, y [proteína] es la concentración de proteína total, que se conserva en la reacción. 
La solución analítica de la ecuación derivada del modelo de tres estados es la suma de dos 
funciones exponenciales, cada una caracterizada por un coeficiente de velocidad aparente, kobs. El 
hecho de que en nuestros experimentos observemos un único proceso exponencial (Figura 7.4) se 
explica considerando que la primera fase ocurre muy rápidamente durante el tiempo de mezclado 
(tiempo muerto), produciendo un cambio en la señal antes del comienzo de adquisición de datos. 
Del ajuste del modelo a los resultados, se observa que no es posible definir independientemente 
los coeficientes	kUI y kIU; esto se debe a que no contamos con información sobre la cinética de dicha 
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reacción, que ocurre en buena medida durante el tiempo de mezclado. Decidimos en consecuencia 
considerar un equilibrio rápido entre los estados U e I, caracterizado por la constante KI⇌U 
(equivalente al cociente kUI	⁄	kIU). 
 Bajo un equilibrio rápido, la solución del modelo es una exponencial simple, en la que la 
señal a un determinado tiempo t queda definida por la Ecuación 7.10. Por su parte, el coeficiente 
kobs, la señal en equilibrio (A∞) y la señal a t=0 (Ao) quedan definidas por las Ecuaciones 7.22, 7.23  
y 7.24, respectivamente: 
 kobs = kIN + kNI + KI⇌U  kNI1 + KI⇌U  Ecuación 7.22 
 A∞ = SN	kIN + SI + SU KI⇌U  kNIkIN + kNI + KI⇌U	kNI  Ecuación 7.23 
 Ao = kINo 1 + KI⇌Uo 	SN + 1 + KI⇌Uo SI + KI⇌Uo	SU  kNIo1 + KI⇌Uo kINo + kNIo + kNIo  Ecuación 7.24 
donde SU, SI y SN son las señales de los estados desplegado, intermediario y nativo, 
respectivamente, y kINo, kNIo y KI⇌Uo son las constantes de velocidad y la constante de equilibrio 
en las condiciones originales de la muestra, es decir, antes de realizar la mezcla para obtener una 
nueva concentración de urea. El valor de coeficiente de velocidad i a la concentración de urea j 
ki
[urea]j  puede expresarse como: 
 ki
[urea]j = kiH2O	e mi× urea j 	, Ecuación 7.25 
donde ki
H2O es el valor de dicho coeficiente en agua (ausencia de urea) y mi es un factor que 
determina la dependencia del valor del coeficiente con la concentración de urea. 
El valor de la diferencia de energía libre en equilibrio entre dos especies varía linealmente con 
la concentración de agente desnaturalizante (Greene et al., 1974). Por ejemplo, para la reacción 
I⇌U, el valor de energía libre a una concentración de urea j ΔG°I⇌U[urea]j  queda definido por 
 ΔG°I⇌U[urea]j = ΔG°I⇌UH2O + mI⇌U×[urea]j	, Ecuación 7.26 
donde ΔG°I⇌UH2O es el valor de energía libre en agua (ausencia de urea) y mI⇌U es la dependencia de 
la energía libre con la concentración de urea. A su vez, combinando la dependencia de la 
diferencia de energía libre estándar de una reacción con la constante que define la concentración 
de especies en equilibrio, ΔG° = −RT ln Keq , con la Ecuación 7.26, se obtiene la constante de 
equilibrio de la reacción a una concentración j de urea: 
 KI⇌U[urea]j = e' mI⇌U×[urea]j0ΔG°I⇌UH2O ∕RT	, Ecuación 7.27 
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donde R es la constante universal de los gases (1.94 cal K−1 mol−1), y T la temperatura, expresada 
en Kelvin. La señal de cada especie (U, I o N) varía linealmente con la concentración de 
desnaturalizante, de manera que para la especie i, la señal a una concentración j de urea Si
[urea]j  
queda definida por: 
 Si
[urea]j = SiH2O + li.×[urea]j	, Ecuación 7.28 
donde Si
H2O es la señal en agua (ausencia de urea) y li
I es la dependencia de la señal con la 
concentración de desnaturalizante.  
Las Ecuaciones 7.22−7.24 fueron ajustadas simultáneamente a los valores de A∞, Ao y kobs 
obtenidos al ajustar las trazas de tiempo a la Ecuación 7.10. Como puede observarse en la Figura 
7.5, el modelo de tres estados que aplicamos describe apropiadamente la dependencia de A∞, Ao 
y kobs con la concentración de urea. En la Tabla 7.1 se presentan los valores de las constantes 
cinéticas (kIN
H2O y kNI
H2O) y de equilibrio (KI⇌UH2O) en ausencia de urea, y de sus respectivas dependencias 
con la concentración de desnaturalizante (mI⇌U, mIN y mNI) obtenidos con el ajuste. 
TABLA 7.1. VALORES DE LOS PARÁMETROS OBTENIDOS DE LOS AJUSTES A LOS EXPERIMENTOS DE PLEGADO Y 
DESPLEGADO PARA LA VARIANTE SILVESTRE. 
Temperatura 
(°C) 
KI⇌UH2O 
 
kIN
H2O 
(s−1) 
kNI
H2O 
(s−1) 
mI⇌U* 
(M−1)  
mIN† 
(M−1)  
mNI† 
(M−1)  
25 0.033 ± 0.007 35 ± 6 1×10−4 ± 1×10−5 0.83 ± 0.05 −0.54 ± 0.07 0.53 ± 0.01 
15 0.034 ± 0.003 13 ± 1 2×10−5 ± 5×10−7 0.80 ± 0.02 −0.57 ± 0.02 0.56 ± 0.01 
Los experimentos fueron realizados en buffer fosfato de sodio 20 mM, NaCl 100 mM, pH 7.0. 
* El parámetro mI⇌U es la dependencia de ΔG°N⇌U.  con la concentración de urea (Ecuación 7.26). 
† Los parámetros mIN y mNI son la dependencia de las contantes de velocidad con la concentración de urea (Ecuación 7.25). 
Los parámetros que obtuvimos nos permiten caracterizar parcialmente al estado I (área 
accesible al solvente y compactación), y completamente al estado de transición entre los estados I 
y N (TS2) en términos de su energética relativa a los estados basales. Es posible analizar la 
progresión de la reacción de plegado y la adquisición de estructura en términos del parámetro αurea (Ecuaciones 7.29 y 7.30), que refleja la sensibilidad relativa de un estado a cambios en la 
concentración del desnaturalizante: 
 αureaI = 1 − mNI − mINmN⇌U  Ecuación 7.29 
 αureaTS2 = 1 − mINmN⇌U Ecuación 7.30 
Por lo tanto, αureaTS2  relaciona la dependencia con la concentración de desnaturalizante de la 
tasa de plegado I→N (mIN) y de la energía libre de desplegado (mN⇌U), en tanto que αI relaciona 
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la dependencia de la energía libre entre los estados U e I (mI⇌U) y a mN⇌U. El parámetro α es 
interpretado como la cantidad de área accesible al solvente de un ensamble, relativa a otro de 
referencia, siendo 0 y 1 los valores de α para los estados U y N respectivamente (Kiefhaber et al., 
2008). Los estados I y TS2 exhiben valores αurea de 0.44 ± 0.04 y 0.76 ± 0.02, respectivamente (Tabla 
7.2). Este resultado indica que TS2 es considerablemente más compacto que I. 
TABLA 7.2. VALORES LOS PARÁMETROS OBTENIDOS DEL ANÁLISIS DE LOS EXPERIMENTOS DE CINÉTICA DE 
PLEGADO Y DESPLEGADO PARA LA VARIANTE SILVESTRE. 
Condición ΔG°N⇌UH2O  * 
(kcal mol−1) 
mN⇌U.  § 
(kcal mol−1 M−1) 
Cm N⇌UH2O  † 
(M) 
3ureaI  ◊ 3ureaTS2  ◊ 
25 ºC, NaCl 100 mM 9.40 ± 0.1 1.91 ± 0.03 4.92 ± 0.01 0.44 ± 0.01 0.72 ± 0.01 
25 ºC, NaCl 400 mM 10.0 ± 0.1 1.68 ± 0.02 5.95 ± 0.10 0.71 ± 0.02 0.73 ± 0.01 
15 ºC, NaCl 100 mM 9.86 ± 0.05 1.94 ± 0.01 5.08 ± 0.10 0.41 ± 0.01 0.71 ± 0.01 
Los experimentos fueron realizados en buffer fosfato de sodio 20 mM, pH 7.0. Los valores de los parámetros se 
obtuvieron de realizar un ajuste del modelo de tres estados a los datos de los experimentos cinéticos seguido por CD 
a 225 nm, utilizando los parámetros descriptos en la Tabla 7.4. 
* ΔG°N⇌UH2O = ΔG°U⇌IH2O + ΔG°I⇌NH2O 
§ mN⇌U. = mI⇌U. − mI⇌N. + mN⇌I.  
† Cm N⇌UH2O  proviene de considerar que ΔG°N⇌UH2O + mN⇌U. ×Cm N⇌U. = 0 (Ecuación 7.26). 
◊ αureaI  y αureaTS2  fueron calculados de acuerdo con las Ecuaciones 7.29 y 7.30. 
Modulación de la cinética de plegado y desplegado 
Debido al importante efecto de la fuerza iónica sobre la estabilidad de la FXN (ver Capítulo 3), 
decidimos estudiar la cinética de plegado y desplegado en presencia de concentraciones variables 
de NaCl (Figura 7.7A). 
El perfil general de la cinética de FXN es similar en NaCl 100 y 400 mM, obteniéndose una 
buena descripción de los datos experimentales con el modelo de tres estados definido por las 
Ecuaciones 7.22, 7.23 y 7.24. Por otro lado, se evidencia que el coeficiente de velocidad kNI
H2O es 
1×10−4 y 8×10−5 s−1 en NaCl 100 y 400 mM, respectivamente, dando cuenta de un incremento en la 
barrera de activación (N→TS2). Esto indica que el NaCl estabiliza más a N que a TS2, sugiriendo 
que este último podría representarse mediante un conjunto de conformaciones, en promedio, más 
expandidas, y tal vez, con un arreglo algo diferente de las cadenas laterales ácidas, no tan 
estructurado como en el estado nativo. 
Asimismo, la dependencia del coeficiente de velocidad kIN con la concentración de urea (mIN) 
disminuye significativamente al aumentar las concentraciones de NaCl, sugiriendo que la 
transición I→TS2 implica un cambio de superficie expuesta menor (Tabla 7.2). Esto sugiere que a 
mayores concentraciones de NaCl la compactación del estado I aumenta, en tanto que la 
compactación de TS2 permanece prácticamente inalterada (Tabla 7.2). Por otro lado, el valor de la 
constante de equilibrio KI⇌UH2O disminuye ~3 veces cuando la concentración de NaCl aumenta de 
100 a 400 mM (0.033 ± 0.007 y 0.011 ± 0.001, respectivamente), sugiriendo que el estado I se 
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estabiliza con respecto a U. Además, se observa un incremento de 0.6 kcal mol−1 en el valor de 
ΔG°N⇌UH2O  al aumentar la concentración de NaCl de 100 a 400 mM. Por último, es probable que se 
dé una ligera compactación (~10 %) del estado U, tal como indica la disminución del valor de mNU 
(1.68 ± 0.02 kcal mol−1 M−1) a mayor concentración de NaCl.  
Además, evaluamos la cinética de plegado y desplegado de la FXN a 15 ºC (Figura 7.7B), y 
detectamos que el modelo de tres estados explica los resultados obtenidos, indicando que no 
existen cambios significativos en el mecanismo en este rango de temperaturas (Tabla 7.1). 
 
Figura 7.7 Efecto de la fuerza iónica y la temperatura sobre la cinética de plegado y 
desplegado de la variante silvestre. (A) Gráfico de ln(kobs) en función de la concentración de 
urea en NaCl 100 y 400 mM a 25 ºC. El inserto muestra la dependencia de kobs en urea 3.5 M 
con la concentración de NaCl. (B) Gráfico de ln(kobs) en función de la concentración de urea a 
25 y 15 ºC en NaCl 100 mM. Las líneas continuas en ambos paneles representan el ajuste del 
modelo de tres estados (Ecuaciones 7.22−7.24) a los valores de kobs, A∞ y Ao, obtenidos de los 
ajustes de una exponencial simple a las trazas cinéticas. En todos los casos, se trabajó en buffer 
fosfato de sodio 20 mM, pH 7.0. Se diluyó la solución de proteína con buffer con y sin urea (para 
los experimentos de replegado y desplegado, respectivamente) en proporciones adecuadas 
para obtener la concentración deseada de proteína y de desnaturalizante. Para los 
experimentos de replegado se preincubó la proteína en urea 5.3 M. 
Detectamos la existencia de al menos un estado intermediario en la ruta de plegado de la 
FXN, sugiriendo un paisaje energético rugoso. El intermediario se encuentra significativamente 
expandido en comparación con el estado nativo (Tabla 7.2) y exhibe aproximadamente el 60 % del 
contenido de estructura secundaria. Como se describe a continuación, las mutaciones de la región 
C-terminal no alteran la barrera de activación de la reacción de plegado (I→TS2), aunque alteran 
importantemente la estabilidad del ensamble nativo, y consecuentemente la barrera de activación 
de la reacción de desplegado (N→TS2). Por lo tanto, la presencia del extremo C en la FXN produce 
un incremento en ΔG°N⇌UH2O  en comparación con la variante truncada FXN90-195, sin aumentar la 
tasa de plegado de la proteína. Este hecho podría ser de gran ventaja para proteínas como la FXN 
que necesita ser importada a las organelas, dado que son translocadas en estados no nativos 
(Strobel et al., 2002). 
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El rol de la región C-terminal en la energética de I y de TS2 
Conformación y estabilidad termodinámica de las variantes de FXN 
Para determinar cómo participa el extremo C en el mecanismo de plegado y desplegado 
analizamos el efecto de introducir mutaciones puntuales en dicho segmento de la molécula. 
Elegimos los residuos de leucina L198, L200 y L203, que establecen interacciones hidrofóbicas 
entre el core y el extremo C, y generamos las mutantes puntuales L198R, L198A, L200A, L203A y 
L203C para estudiar su cinética de plegado y desplegado. Asimismo, estudiamos el efecto de la 
remoción de la región C-terminal sobre la cinética de plegado y desplegado. En la Figura 7.8 se 
muestran los espectros de CD en el UV-cercano y de fluorescencia de triptofanos de todas las 
variantes en estudio, incluyendo FXN90-195, en la que el segmento C-terminal fue completamente 
removido. 
En condiciones nativas, todas las variantes poseen características compatibles con una 
proteína bien plegada. Si bien todas tienen un contenido de estructura secundaria similar a la FXN 
silvestre, tal como se deduce de las bandas de CD y de la longitud de onda de máxima emisión de 
fluorescencia, las mutantes L200A y L203A exhiben una ligera extinción de la intensidad de 
fluorescencia de triptofanos, probablemente debido a que poseen un empaquetamiento 
sutilmente distinto. La estabilidad de las variantes de FXN fue evaluada a 25 °C mediante 
experimentos de desplegado en equilibrio inducido por urea. Todas las variantes que incluimos 
en este estudio están significativamente desestabilizadas en comparación con la variante silvestre, 
excepto L203C, que es ~1 kcal mol−1 más estable (Tabla 7.3), y en conjunto cubren un amplio rango 
de estabilidades termodinámicas (ver Capítulos 3 y 4). 
            
Figura 7.8 Caracterización espectroscópica de las variantes de FXN. (A) Espectro de CD en el 
UV-lejano. (B) Espectro de emisión de fluorescencia (excitación a 295 nm) de las variantes de 
FXN en presencia (U) y ausencia (N) de urea 8 M. Todos los espectros fueron adquiridos a 25 ºC 
en buffer Tris·HCl 20 mM, NaCl 100 mM, pH 7.0. 
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TABLA 7.3. PARÁMETROS TERMODINÁMICOS OBTENIDOS DEL AJUSTE DEL MODELO DE DOS 
ESTADOS A LOS RESULTADOS EXPERIMENTALES DE DESPLEGADO EN EQUILIBRIO INDUCIDO POR 
UREA, SEGUIDO POR CD A 220 NM. 
Variante −ΔΔG°N⇌UH2O  * 
− (kcal mol−1) 
ΔG°N⇌UH2O  
(kcal mol−1) 
Cm N⇌UH2O  † 
(M) 
FXN90-210 −— 9.1 ± 0.2 4.90 ± 0.04 
FXN L198A −2.5 ± 0.3 6.6 ± 0.2 3.57 ± 0.04 
FXN L198R −4.2 ± 0.3 4.8 ± 0.2 2.62 ± 0.04 
 FXN L200A −3.1 ± 0.3 6.0 ± 0.2 3.30 ± 0.04 
FXN L203C −0.9 ± 0.4 9.9 ± 0.3 5.37 ± 0.04 
FXN90-195 −7.5 ± 0.3 1.6 ± 0.2 1.27 ± 0.14 
Se realizó un ajuste global, incluyendo simultáneamente los resultados de todas las variantes de 
longitud completa, utilizando un valor único para el parámetro mN⇌U. , para el cual se obtuvo un 
valor de 1.83 ± 0.05 kcal mol−1 M−1. Dicho número es considerablemente mayor al mN⇌U.  inferido 
para la FXN en función de su tamaño: 1.45 kcal mol−1 M−1 (Myers et al., 1995). Para la variante 
truncada FXN90-195 se obtuvo de forma independiente un mN⇌U.  de 1.26 ± 0.01 kcal mol−1 M−1. 
* ΔΔG°N⇌UH2O  = ΔG°N⇌UH2O,silvestre − ΔG°N⇌UH2O,mutante 
† Cm N⇌UH2O  proviene de considerar que ΔG°N⇌UH2O + mN⇌U. ×Cm N⇌U. = 0 (Ecuación 7.26). 
La mayoría de las variantes muestran un proceso de plegado−replegado completamente 
reversible y cooperativo, y no se observa agregación en el rango de condiciones en que se trabajó 
(buffers, temperaturas, concentraciones de urea). Sin embargo, la variante L203A agregó durante 
los experimentos de replegado por dilución, lo cual nos obligó a excluirla del estudio de la cinética 
de plegado. La agregación de esta variante también pudo ser inferida a partir de la observación 
de irreversibilidad en experimentos de replegado en los que las muestras de proteína desplegada 
a distintas concentraciones de urea (curva de desplegado) se diluyen con buffer para obtener una 
concentración menor de agente caotrópico en cada muestra. Una vez diluidas, las muestras no 
recuperaron la señal de fluorescencia esperada. 
Análisis de datos y selección del modelo para describir el mecanismo de plegado 
Al igual que para la variante silvestre, una función exponencial (Ecuación 7.10) fue suficiente 
para describir las trazas de tiempo de todas las variantes de longitud completa, que exhiben una 
fase explosiva en los primeros milisegundos de las reacciones de replegado—confirmando la 
existencia de un estado intermediario—y la curvatura del brazo de replegado en los gráficos de 
ln(kobs) vs. [urea] (Figura 7.9). En consecuencia, analizamos los resultados utilizando el modelo de 
tres estados que aplicamos para la variante silvestre (Ecuaciones 7.22−7.24). 
No se observaron diferencias significativas en las dependencias de los coeficientes de 
velocidad con la concentración de desnaturalizante (Tabla 7.4), lo que sugiere que la posición de 
cada ensamble en la coordenada de reacción (la compactación) es similar en todas las variantes.  
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Figura 7.9 Plegado y desplegado de las mutantes puntuales de FXN. Gráficos de ln(kobs) en 
función de la concentración de urea (A-D), y A∞ (señal a t→∞) y Ao (señal a t=0) (E-H), 
obtenidas en los experimentos de plegado y desplegado (círculos y triángulos blancos, 
respectivamente) para las variantes FXN L198A, L198R, L200A y L203C. Las líneas continuas 
en todos los paneles representan el ajuste del modelo de tres estados (Ecuaciones 7.22−7.24) a 
los valores de kobs, A∞ y Ao, obtenidos de los ajustes de una exponencial simple a las trazas 
cinéticas. Las líneas grises en los paneles A-D son el ajuste del modelo a la variante silvestre 
(Figura 7.5A). Las líneas punteadas de los paneles E-H representan la extrapolación de los 
valores de	Ao obtenidos al llevar la proteína a distintas concentraciones de agente 
desnaturalizante (dependencia de la señal del estado nativo y desplegado con la concentración 
de agente caotrópico). Los experimentos fueron realizados a 25 ºC en buffer fosfato de sodio 
20 mM, NaCl 100 mM, pH 7.0. Se diluyó la solución de proteína con buffer con y sin urea (para 
los experimentos de replegado y desplegado, respectivamente) en proporciones adecuadas 
para obtener la concentración deseada de proteína y de desnaturalizante. Para los 
experimentos de replegado las proteínas fueron incubadas previamente en urea en las 
concentraciones que se indican en los paneles E-H (L198A: 4.2 M, L198R: 4.5 M, L200A: 4.0 M 
y L203C: 6.7 M). 
TABLA 7.4. VALORES DE LOS PARÁMETROS A 25 °C OBTENIDOS DE LOS AJUSTES A LOS EXPERIMENTOS DE PLEGADO Y 
DESPLEGADO PARA LAS DISTINTAS VARIANTES DE FXN. 
Variante KI⇌UH2O 
 
kIN
H2O 
(s−1) 
kNI
H2O 
(s−1) 
mI⇌U* 
(M−1)  
mIN† 
(M−1)  
mNI† 
(M−1)  
FXN90-210 0.033 ± 0.007 35 ± 6 1×10−4 ± 1×10−5 0.83 ± 0.05 −0.54 ± 0.07 0.53 ± 0.01 
FXN L198A 0.074 ± 0.030 33 ± 7 0.0046 ± 0.0004 0.99 ± 0.11 −0.36 ± 0.15 0.59 ± 0.01 
FXN L198R 0.016 ± 0.006 20 ± 2 0.185 ± 0.009 1.21 ± 0.07 −0.32 ± 0.04 0.49 ± 0.01 
 FXN L200A 0.032 ± 0.017 29 ± 5 0.036 ± 0.003 1.01 ± 0.09 −0.46 ± 0.09 0.46 ± 0.01 
FXN L203C 0.012 ± 0.001 27 ± 2 8×10−5 ± 4×10−6 0.97 ± 0.02 −0.51 ± 0.02 0.46 ± 0.01 
Los experimentos fueron realizados a 25 ºC, en buffer fosfato de sodio 20 mM, NaCl 100 mM, pH 7.0. 
* El parámetro mI⇌U es la dependencia de ΔG°N⇌U.  con la concentración de urea (Ecuación 7.26). 
† Los parámetros mIN y mNI son la dependencia de las contantes de velocidad con la concentración de urea (Ecuación 7.25). 
Por otro lado, los valores de kNI
H2O varían notoriamente entre mutantes (cuatro órdenes de 
magnitud, Tabla 7.4), en tanto que las constantes kIN
H2O y KI⇌UH2O no se modifican. Cuando ajustamos 
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las ecuaciones derivadas del modelo de tres estados a los datos de todas las variantes de longitud 
completa en simultáneo, obligando a que kIN
H2O, KI⇌UH2O y las dependencias con el desnaturalizante 
adoptaran un mismo valor para todas las variantes, y permitiendo valores diferentes para kNI
H2O en 
cada caso, los ajustes fueron razonablemente buenos (Tabla 7.5 y Figura 7.10B). 
TABLA 7.5. VALORES DE LOS PARÁMETROS A 25 °C OBTENIDOS EN UN AJUSTE A LOS DATOS DE TODAS 
LAS VARIANTES EN SIMULTÁNEO, DE MANERA QUE LOS VALORES PARA LOS PARÁMETROS kIN
H2O, KI⇌UH2O 
Y LAS DEPENDENCIAS mI⇌U, mIN y mNI SEAN LOS MISMOS PARA TODAS LAS VARIANTES. 
Variante kNI
H2O 
(s−1) 
ΔG°N⇌UH2O  * 
(kcal mol−1) 
Cm N⇌UH2O  † 
(M) 
FXN90-210 2×10−4 ± 6×10−6 8.99 ± 0.04 4.86 ± 0.10 
FXN L198A 9×10−3 ± 3×10−4 6.73 ± 0.04 3.64 ± 0.05 
FXN L198R 2×10−1 ± 4×10−3 4.97 ± 0.03 2.69 ± 0.05 
 FXN L200A 3×10−3 ± 8×10−4 6.12 ± 0.04 3.31 ± 0.07 
FXN L203C 5×10−5 ± 2×10−6 9.80 ± 0.03 5.30 ± 0.09 
Los experimentos fueron realizados a 25 ºC en buffer fosfato de sodio 20 mM, NaCl 100 mM, pH 7.0. Los 
valores obtenidos para los parámetros de ajuste comunes a todas las variantes fueron kIN
H2O: 25 ± 1 s−1, 
KI⇌UH2O: 0.032 ± 0.002, mI⇌U: 0.94 ± 0.02 M−1, mIN: −0.40 ± 0.02 M−1 y mNI: 0.497 ± 0.003 M−1. 
* ΔG°N⇌UH2O = ΔG°N⇌IH2O + ΔG°I⇌UH2O 
† Cm N⇌UH2O  proviene de considerar que ΔG°N⇌UH2O + mN⇌U. ×Cm N⇌U. = 0 (Ecuación 7.26), con  
mN⇌U. = mI⇌U − mIN + mNI (mN⇌U. : 1.85 ± 0.04 kcal mol−1 M−1). 
 
Figura 7.10 Efecto de las mutaciones sobre los valores de los parámetros de ajuste. Gráficos 
de ln(kobs) en función de la concentración de urea para las variantes FXN L198A, L198R, L200A 
y L203C. Las líneas continuas representan el ajuste del modelo de tres estados (Ecuaciones 
7.22−7.24) a los valores de kobs, A∞ y Ao, obtenidos de los ajustes de una exponencial simple a 
las trazas cinéticas. En (A) se ajustó el modelo permitiendo que cada parámetro adopte el valor 
que resulte en el mejor ajuste para cada variante. En (B), los parámetros kIN
H2O, KI⇌UH2O y las 
dependencias con el desnaturalizante fueron forzados a adoptar el mismo valor para todas las 
variantes, en tanto que se permitió a kNI
H2O adoptar valores diferentes para cada una. Los 
experimentos fueron realizados a 25 ºC en buffer fosfato de sodio 20 mM, NaCl 100 mM, pH 
7.0. Se diluyó la solución de proteína con buffer con y sin urea (para los experimentos de 
replegado y desplegado, respectivamente) en proporciones adecuadas para obtener la 
concentración deseada de proteína y de desnaturalizante. Para los experimentos de replegado 
las proteínas fueron preincubadas en urea en las concentraciones que se indican en los paneles 
E-H de la Figura 7.9. 
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Participación del segmento C-terminal en la energética de la reacción de plegado  
Así como una perturbación en las condiciones de reacción (cambio en la temperatura, 
concentración de agente caotrópico, concentración de osmolitos, cambio en la presión, o 
perturbación mecánica por estiramiento) puede afectar en forma relativa la energética de los 
estados basales (por ejemplo, desestabilizando al estado nativo con respecto al estado 
desplegado), esa misma perturbación podría tener o no un efecto significativo sobre el o los 
estados de transición de la reacción de plegado. De la misma manera, se puede estudiar el efecto 
de una mutación puntual si la mutación puntual afecta la energética de los estados basales y la de 
los estados de transición. En este caso se trata de una perturbación en la estructura primaria de la 
proteína. Así como se describió en la introducción de este capítulo para un sistema sencillo de 
plegado−desplegado en dos estados, podemos aplicar una estrategia similar en el caso de 
mecanismos algo más complejos como parecería ser el de la FXN. 
Para evaluar la participación de la región C-terminal en la energética de TS2, estudiamos el 
efecto de las alteraciones en la estructura primaria sobre la relación entre las energías libres 
cinéticas y de equilibrio. El análisis de la correlación entre la diferencia de energía libre para la 
barrera de activación de la reacción N→I a través de TS2 ΔΔG°N→I
TS2 , y la diferencia de energía 
libre de la reacción N⇌I ΔΔG°N⇌IH2O , revela que el segmento C-terminal no contribuye 
significativamente a la energética de TS2 (Figura 7.11A), sugiriendo que probablemente se halla 
desestructurado en dicho estado de transición (ver también los valores φ en la Tabla 7.6). 
       
Figura 7.11 Efecto de las mutaciones estudiadas sobre la energética de la reacción de 
plegado. (A) Correlación entre la diferencia de energía libre para la barrera de activación de la 
reacción N→I a través de TS2 (ΔΔG°N→I
TS2 = ΔG°N→ITS2,silvestre − ΔG°N→ITS2,mutante), y la diferencia de 
energía libre de la reacción N⇌I (ΔΔG°N⇌IH2O = ΔG°N⇌IH2O,silvestre − ΔG°N⇌IH2O,mutante). La recta es la 
regresión lineal a los datos (pendiente −0.995 ± 0.038). (B) Esquema de energía de las 
conformaciones que participan de la ruta de plegado de la variante silvestre y la mutante 
L198R, generado utilizando los valores presentados en la Tablas 7.4. Para definir la posición 
de las especies en la coordenada de reacción se utilizaron los valores de αurea.  calculados a partir 
de los valores de mI⇌U, mIN y mNI del ajuste global con un valor único para kINH2O (Tabla 7.5): αureaI = 0.51 y αureaTS2 = 0.78. El valor de energía, así como la posición de TS1 es indicativa (?). 
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El efecto de una mutación individual sobre la estabilidad relativa a U y N (estados de 
referencia) de TS2 se determina como: 
 
φTS2 = ΔΔG°I→NTS2ΔΔG°N⇌UH2O = ΔG°I→N	TS2,silvestre − ΔG°I→NTS2,mutanteΔG°N⇌UH2O,silvestre − ΔG°N⇌UH2O,mutante Ecuación 7.31 
Esta es una medición del grado en que la contribución de un residuo (el mutado en cada caso) 
a la energética de TS2 se asemeja a la nativa. Cuando la desestabilización de N es igual a la 
desestabilización de TS2, entonces φTS2 = 1. Por el contrario, cuando la mutación desestabiliza a 
N pero no a TS2, entonces φTS2 = 0. 
Estos resultados indican que el efecto de las mutaciones estudiadas en este trabajo solo alteran 
la estabilidad del estado nativo, y están en sintonía con la superposición de los coeficientes kobs 
observada en el brazo izquierdo (replegado) en los gráfico de ln(kobs) vs. [urea] para todas las 
variantes (Figuras 7.9 y 7.11B, y Tabla 7.4). 
TABLA 7.6. VALORES LOS PARÁMETROS OBTENIDOS DEL ANÁLISIS DE LOS EXPERIMENTOS DE CINÉTICA DE 
PLEGADO Y DESPLEGADO A 25 °C PARA LAS DISTINTAS VARIANTES DE FXN. 
Variante ΔG°N⇌UH2O  * 
(kcal mol−1) 
mN⇌U.  § 
 
(kcal mol−1 M−1) 
Cm N⇌UH2O  † 
(M) 
φTS2 ⌂ 3ureaI  ◊ 3ureaTS2  ◊ 
FXN90-210 9.4 ± 0.1 1.91 ± 0.03 4.92 ± 0.01 — 0.44 ± 0.01 0.72 ± 0.01 
FXN L198A 6.8 ± 0.2 1.94 ± 0.06 3.51 ± 0.02 −0.03 ± 0.06 0.51 ± 0.07 0.70 ± 0.01 
FXN L198R 5.2 ± 0.2 2.02 ± 0.08 2.57 ± 0.02 −0.08 ± 0.03 0.60 ± 0.02 0.76 ± 0.01 
 FXN L200A 6.0 ± 0.3 1.93 ± 0.10 3.11 ± 0.03 −0.03 ± 0.04 0.52 ± 0.04 0.76 ± 0.01 
FXN L203C 10.2 ± 0.1 1.94 ± 0.01 5.26 ± 0.01    0.19 ± 0.16 0.50 ± 0.01 0.76 ± 0.03 
Los experimentos fueron realizados a 25 ºC en buffer fosfato de sodio 20 mM, NaCl 100 mM, pH 7.0. Los valores de 
los parámetros se obtuvieron de realizar un ajuste del modelo de tres estados a los datos de los experimentos cinéticos 
seguido por CD a 225 nm, utilizando los parámetros descriptos en la Tabla 7.4. 
* ΔG°N⇌UH2O = ΔG°U⇌IH2O + ΔG°I⇌NH2O 
§ mN⇌U. = mI⇌U. − mI⇌N. + mN⇌I.  
† Cm N⇌UH2O  proviene de considerar que ΔG°N⇌UH2O + mN⇌U. ×Cm N⇌U. = 0 (Ecuación 7.26). 
⌂ φTS2 fue calculado mediante la Ecuación 7.31. 
◊ αureaI  y αureaTS2  fueron calculados de acuerdo con las Ecuaciones 7.29 y 7.30. 
El hecho de que los residuos localizados en la región C-terminal posean valores phi muy bajos 
(Tabla 7.6 y Figura 7.11) abre la posibilidad de mutar este segmento para producir variantes 
hiperestables sin alterar el plegado o la translocación in vivo. La mutante FXN L203C es 
significativamente más estable y nos permite poner a prueba esta hipótesis. La cisteína en la 
posición 203 podría establecer interacciones polares con las cadenas laterales de los residuos H183 
y S105, y con el oxígeno de la cadena principal del residuo L200. Por otro lado, sería importante 
analizar la posibilidad de interacciones en que se compensen la estabilidad con la función. 
Finalmente, para producir un incremento en la concentración intracelular de FXN, crítico para 
acercamientos terapéuticos, sugerimos que mutaciones como la L203C podrían ser combinada con 
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otras mutaciones como la K147, que evita la degradación dependiente del sistema ubiquitina-
proteosoma (Rufini et al., 2014; Rufini et al., 2011).  
El efecto de la remoción del segmento C-terminal sobre el mecanismo de plegado 
La variante FXN90-195, en la que el segmento C-terminal ha sido removido, resulta muy 
desestabilizada (Tabla 7.3) y la dinámica de su ensamble nativo se halla sustancialmente alterada 
en comparación con la variante silvestre y es compatible con la presencia de una fracción 
sustancial de proteína desplegada (~7 %) (ver Capítulos 3 y 6). 
Debido a que las reacciones de plegado y desplegado de esta variante son demasiado rápidas, 
no pudimos realizar estimaciones confiables de los parámetros cinéticos a 25 ºC. Por esta razón 
realizamos los experimentos a 15 ºC (Figura 7.12).  
 
Figura 7.12 Plegado y desplegado de la variante FXN90-195. (A) Gráfico de ln(kobs) en función 
de la concentración de urea, y (B) A∞ (señal a t→∞) y Ao (señal a t=0), obtenidas en los 
experimentos de plegado y desplegado (círculos y triángulos blancos, respectivamente). Las 
líneas continuas en ambos paneles representan el ajuste del modelo de tres estados (Ecuaciones 
7.22−7.24) a los valores de kobs, A∞ y Ao, obtenidos de los ajustes de una exponencial simple a 
las trazas cinéticas. La línea gris en el panel A es el ajuste del modelo a la variante silvestre 
(Figura 7.5A). Las líneas punteadas en el panel B representan la extrapolación de los valores 
de	Ao obtenidos al llevar la proteína a distintas concentraciones de agente desnaturalizante 
(dependencia de la señal del estado nativo y desplegado con la concentración de agente 
caotrópico). Los experimentos fueron realizados a 15 ºC en buffer fosfato de sodio 20 mM, NaCl 
100 mM, pH 7.0. Se diluyó la solución de proteína con buffer con y sin urea (para los 
experimentos de replegado y desplegado, respectivamente) en proporciones adecuadas para 
obtener la concentración deseada de proteína y de desnaturalizante. Para los experimentos de 
replegado se preincubó la proteína en urea 2.3 M.  
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De igual manera que para la proteína silvestre y las mutantes puntuales, fue posible describir 
las trazas cinéticas de las reacciones de plegado y desplegado de la variante truncada mediante 
una función exponencial. Asimismo, al igual que para la variante silvestre, el plegado de 
FXN90-195 exhibe una fase explosiva en las curvas de replegado, indicando la existencia de un 
intermediario en el mecanismo de plegado de la variante truncada. Sin embargo, se observa un 
brazo de replegado muy corto en el gráfico de ln(kobs) vs. [urea] (Figura 7.12), producto de la gran 
desestabilización de la proteína con la concomitantemente disminución del valor de Cm N⇌U.  con 
respecto a la variante silvestre (Tablas 7.3 y 7.8). En este contexto decidimos analizar el mecanismo 
de plegado de esta mutante utilizando el mismo modelo de tres estados que aplicamos para la 
variante silvestre (Tabla 7.7). 
TABLA 7.7. VALORES DE LOS PARÁMETROS OBTENIDOS DE LOS AJUSTES A LOS EXPERIMENTOS DE PLEGADO Y 
DESPLEGADO A 15 °C PARA LAS VARIANTES FXN90-210 Y FXN90-195. 
Variante KI⇌UH2O 
 
kIN
H2O 
(s−1) 
kNI
H2O 
(s−1) 
mI⇌U* 
(M−1)  
mIN† 
(M−1)  
mNI† 
(M−1)  
FXN90-210 0.034 ± 0.003 13.4 ± 1.0 1.63×10−5 ± 5×10−7 0.80 ± 0.02 −0.57 ± 0.02 0.56 ± 0.01 
FXN90-195 0.78 ± 0.97 19 ± 12 1.13 ± 0.05 0.36 ± 0.2 −0.6 ± 0.2 0.31 ± 0.01 
Los experimentos fueron realizados a 15 ºC en buffer fosfato de sodio 20 mM, NaCl 100 mM, pH 7.0. 
* El parámetro mI⇌U es la dependencia de ΔG°N⇌U.  con la concentración de urea (Ecuación 7.26). 
† Los parámetros mIN y mNI son la dependencia de las constantes de velocidad con la concentración de urea 
(Ecuación 7.25). 
La diferencia en la energía libre de plegado obtenido en los experimentos de mezclado rápido 
es similar a la obtenida en experimentos de equilibrio (Tabla 7.8). Asimismo, el valor de mN⇌U 
obtenido es el esperado para la remoción de 15 residuos (Myers et al., 1995), y coincide con el valor 
obtenido en experimentos de equilibrio (Tablas 7.3 y 7.8). El hecho de que αureaI  y αureaTS2   sea similar 
para las variantes silvestre y truncada apoya la premisa de que ambas proteínas visitan los mismos 
estados a lo largo de sus rutas de plegado. Aunque no pudimos estimar con precisión la constante 
de equilibrio KI⇌UH2O, la dependencia mI⇌U, ni el coeficiente kINH2O, determinamos los valores de kNIH2O y 
mNI (Tabla 7.7) y φTS2 (Tabla 7.8). La remoción de la región C-terminal no altera la energética de 
TS2 (Tabla 7.7), lo cual aporta evidencia adicional que en línea con que el extremo C se encuentra 
desestructurado en dicho estado de transición. 
En conjunto, los resultados indican que la presencia del extremo C altera significativamente 
la brecha energética entre el estado nativo y los estados no nativos, aumentando la barrera de 
diferencia de energía libre entre los estados N e I, estabilizando al estado nativo. Por lo tanto, el 
extremo C provee especificidad conformacional a la FXN (Hill et al., 2000) y altera la topografía 
general del paisaje de plegado. Las diferencias más significativas en la cinética de plegado de las 
variantes pueden ser atribuidas a un efecto topológico de interacciones de largo alcance 
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establecidas por la región C-terminal con una consecuente estabilización termodinámica y 
dinámica del estado nativo del segmento 90−195 (ver Capítulos 3 y 6). 
TABLA 7.8. VALORES LOS PARÁMETROS OBTENIDOS DEL ANÁLISIS DE LOS EXPERIMENTOS DE CINÉTICA DE 
PLEGADO Y DESPLEGADO A 15 °C PARA LAS VARIANTES FXN90-210 Y FXN90-195. 
Variante 
ΔG°N⇌UH2O  * mN⇌U5  § Cm N⇌U5  † φTS2 ⌂ 3ureaI  ◊ 3ureaTS2  ◊ 
(kcal mol−1) (kcal mol−1 M−1) (M)    
FXN90-210 9.86 ± 0.05 1.94 ± 0.01 5.1 ± 0.1 — 0.41 ± 0.01 0.71 ± 0.01 
FXN90-195 1.51 ± 0.30 1.15 ± 0.19 1.3 ± 0.3 0.25 ± 0.06 0.40 ± 0.13 0.80 ± 0.03 
Los experimentos fueron realizados en buffer fosfato de sodio 20 mM, NaCl 100 mM, pH 7.0. Los valores de los 
parámetros se obtuvieron de realizar un ajuste del modelo de tres estados a los datos de los experimentos cinéticos 
seguido por CD a 225 nm, utilizando los parámetros descriptos en la Tabla 7.7. 
* ΔG°N⇌UH2O = ΔG°U⇌IH2O + ΔG°I⇌NH2O 
§ mN⇌U. = mI⇌U. − mI⇌N. + mN⇌I.  
† Cm N⇌UH2O  proviene de considerar que ΔG°N⇌UH2O + mN⇌U. ×Cm N⇌U. = 0 (Ecuación 7.26). 
⌂ En este caso, φTS2 = 1 − 	ΔG°N→ITS2,silvestre'ΔG°N→I	TS2,FXN90-195ΔG°N⇌UH2O,silvestre'ΔG°N⇌UH2O,FXN90-195 debido a que kIN fue determinado con menor confianza que kNI.  
◊ αureaI  y αureaTS2  fueron calculados de acuerdo con las Ecuaciones 7.29 y 7.30. 
La cinética de plegado y desplegado de la Frataxina humana 
Se ha demostrado que los péptidos señal y los pro-péptidos pueden alterar la población de 
las especies en equilibrio y la cinética de plegado, haciendo que la reacción de plegado se 
enlentezca (Goder et al., 1998). Dado que la FXN es producida como un precursor en células 
humanas, es evidente que los primeros 80 residuos de la proteína podrían ser relevantes en el 
mecanismo de plegado in vivo. Por esto, planteamos que es importante el estudio del precursor 
desde el punto de vista del plegado. 
En este capítulo estudiamos la dinámica de plegado de la variante FXN90-210—como modelo 
de la forma madura de la FXN silvestre—y de una serie de mutantes de la región C-terminal, entre 
las que incluimos varias mutantes puntuales y la variante FXN90-195, con el objetivo de evaluar 
el rol de la CTR en el mecanismo de plegado. Pudimos detectar la presencia de un estado 
intermedio (I) en el plegado. La existencia de I quedó demostrada por la presencia de una fase 
explosiva (burst-phase) en las trazas cinéticas de replegado de la proteína silvestre, así como de las 
mutantes y por la observación de una curvatura significativa en el brazo izquierdo de los gráficos 
de ln(kobs) vs. [urea]. Además, pudimos inferir que el efecto de las mutaciones sobre la diferencia 
de energía libre N⇌U es consecuencia de un cambio en la estabilidad del ensamble N con respecto 
al ensamble I, sin afectar de manera significativa la energética de los ensambles U, I, TS1 y TS2. 
Comprobamos que el extremo C de la proteína, que es un determinante fundamental de la 
estabilidad de las Frataxinas (ver Capítulos 1 y 3), no contribuye significativamente al proceso de 
plegado del dominio FXN90-195. En cambio, sí afecta la reacción de desplegado, observándose 
que las variantes que tienen alteradas las interacciones de esta región poseen mayores valores de 
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kNI
H2O. Esto es particularmente evidente al comparar los coeficientes cinéticos de las mutantes de 
cisteína FXN L198C y FXN L203C, en las que se evidencia que la tasa de fluctuación de la región 
C-terminal (ver Capítulo 4) correlaciona tanto con la estabilidad termodinámica como con la 
cinética de desplegado. 
En el terreno de las especulaciones, el intermediario que detectamos podría tener relevancia 
a nivel biológico, ya que podría eventualmente ser un requerimiento para la importación a la 
mitocondria. Una posible hipótesis sería que la maquinaria de importación interaccione con 
conformaciones con caracteristicas estructurales similares a I. Obviamente, el abordaje 
experimental para responder estas preguntas sería complejo. Esperamos que los conocimientos 
alcanzados con el estudio de nuestra batería de mutantes puedan contribuir a futuras 
investigaciones. 
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8 Dinámica Molecular y Consolidación 
Estructural de la Frataxina Humana  
 
Los procesos de reconocimiento macromolecular son centrales en 
bioquímica. Actualmente existe un gran consenso sobre el rol clave de la 
dinámica estructural y la existencia de relaciones entre la movilidad 
interna, la estabilidad, la agregación, la función biológica y la fisiopatología 
proteica. Se conoce un importante número de ejemplos que ponen de 
manifiesto la importancia de la flexibilidad estructural, el desplegado local 
y la presencia de estados intermediarios en diferentes procesos bilógicos de 
gran relevancia, en especial aquellos que involucran interacciones de tipo 
proteína−ligando y proteína−proteína. En consecuencia, es importante 
comprender cómo es que estas interacciones intra e intermoleculares 
controlan la dinámica, afectando en última instancia la naturaleza del 
ensamble (estructura terciaria y cuaternaria), que determina la función 
proteica. Los resultados presentados a lo largo de este trabajo son producto 
de la exploración minuciosa de algunos aspectos bioquímicos y biofísicos de 
la Frataxina humana. Como modelo de trabajo, la Frataxina nos permitió 
abordar el estudio de diferentes elementos que determinan que una 
secuencia de aminoácidos logre adoptar una estructura tridimensional, con 
características finamente moduladas, capaz de ejercer un rol biológico. 
 
 
LA REGIÓN N-TERMINAL DE LA FRATAXINA HUMANA .......................................................................................... 212 
LA RELACIÓN ENTRE ESTABILIDAD Y FUNCIÓN ....................................................................................................... 214 
LA DINÁMICA Y EL ROL BIOLÓGICO .......................................................................................................................... 218 
LA MALEABILIDAD DEL PAISAJE DE PLEGADO DE LA FRATAXINA .......................................................................... 220 
RECAPITULANDO (DE REGRESO A LA EVIDENCIA) ................................................................................................... 221 
REFERENCIAS .............................................................................................................................................................. 222 
  
––––––––—––——––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––—–————–––––––––––––––––––—–––––– 
212│ 
 
Christian B. Anfinsen (1989) 
 
La región N-terminal de la Frataxina humana 
En la Frataxina humana (FXN) se identifican dos regiones bien distintivas: un segmento 
N-terminal no conservado, sin estructura definida—solo presente en eucariotas—y un dominio 
globular C-terminal característico de la familia Frataxina (ver Capítulo 1). El segmento N-terminal 
posee la señal de importación a mitocondria y le confiere a la proteína la capacidad de 
autoensamblarse para formar oligómeros de alto peso molecular. Se describió que la interacción 
con hierro induce la formación de estructuras multiméricas en los homólogos de Saccharomyces 
cerevisiae (Adamec et al., 2000; Gakh et al., 2008; Park et al., 2003) y de Escherichia coli (Bou-Abdallah 
et al., 2004; Layer et al., 2006), pero no así en el homólogo humano. * 
Dado que las Frataxinas eucariotas se expresan como precursores que son posteriormente 
procesados, desde los primeros estudios realizados sobre la proteína se intentó identificar la forma 
madura y funcional. Con casi dos décadas de trabajo, aún no está completamente zanjada la 
discusión sobre cuál o cuáles son las formas funcionales. Existe un consenso general sobre el hecho 
de que un segmento del extremo N del precursor es removido una vez que la proteína transloca 
a la mitocondria, si bien también se reportó la existencia de proteína madura en el citoplasma. Los 
experimentos realizados in vivo recurrieron a diferentes sistemas de estudios y técnicas analíticas, 
y los resultados no fueron siempre coincidentes en parte como consecuencia de la peculiar 
distribución de cargas que posee esta proteína sobre su superficie, otorgándole, por ejemplo, una 
movilidad electroforética anómala a ciertas variantes. Inicialmente, se sugirió que la variante 
FXN56-210 era la forma madura de la proteína. Posteriormente, mediante estudios más 
detallados, se concluyó que el procesamiento de la proteína ocurre en dos pasos secuenciales, 
primero generando el intermediario FXN42-210, y posteriormente la forma madura FXN81-210. 
Sin embargo, también se han reportado la forma FXN56-210 y FXN78-210, sugiriendo que la 
maduración de la proteína es un fenómeno que puede depender de otros factores que aún no se 
han aclarado. Un punto clave con respecto a las diferentes variantes es el hecho de que la longitud 
del segmento N-terminal determina la capacidad de oligomerizar de la proteína. 
En el caso de la FXN, el segmento N-terminal es removido durante la maduración de la 
proteína que ocurre en dos pasos secuenciales y tiene lugar en la matriz mitocondrial. Está bien 
                                                      
Abreviaciones utilizadas en este capítulo 
FXN: Frataxina humana  
 
example of how an entirely acceptable conclusion can 
be reached that is entirely wrong because of the paucity 
of knowledge at that particular time. Indeed, I spent the 
following 15 years or so completely disproving the 
conclusions reached in this communication, namely, 
that an ordered secondary structure in a protein is quite 
unnecessary for its properties as a catalyst. These were 
the days when, except for Sanger’s work on insulin, no 
sequence information of any significance was available 
for protein molecules, and three-dimensional structure 
derived from crystallographic work was still a product 
of the future. 
In the 3 or 4 years that followed, I was fortunate to 
be joined in my laboratory at the National Institutes of 
Health by Michael Sela, William Harrington, Fred 
White, and a number of others. In a relatively short 
time we discovered that the ribonuclease molecule, which 
is indeed highly disoriented in strong urea solutions, is 
held together and stabilized in its native conformation 
by its substrate and, indeed, by a number of other 
polyvalent cations such as polymetaphosphate, 
poly(aspartic acid), and even orthophosphate itself. We 
have frequently referred to this kind of stabilization of 
structure in denaturing solvents as ‘rigidification’, and 
it seems to be a common phenomenon with many 
enzymes whose activities are preserved by substrate 
molecules or substrate analogs. When I now look at the 
original BBA communication, I find myself thinking in 
terms of the current witch-hunting that is now so popu- 
lar in which published material based on inadequate or 
incomplete data is occassionally referred to as “fraud”. 
In think this term is frequently probably correctly ap- 
plied, although I do believe that in many instances such 
premature incorrect conclusions may simply reflect the 
fact that the advance of science and the deeper under- 
standing of nature are under continual modification. 
Ongoing refinement of data frequently requires consid- 
erable reinterpretation of formerly held ‘ truths’. 
As the result of a number of studies with many 
colleagues on the refolding of denatured molecules, 
accumulated even after conversion to extended poly- 
peptide chains by disulfide bond reduction, it became 
clear that a generality could be proposed that seemed to 
be applicable to essentially all proteins that were ex- 
amined. This generality stated that the details of the 
three-dimensional structure of a protein molecule were 
determined entirely by the amino-acid sequence of the 
molecule and that no other outside information was 
required. The air oxidation of a reduced protein fre- 
quently led to ‘scrambled’ molecules with incorrect 
pairing of half-cystine residues, particularly when the 
concentration was too high during the reoxidation. In 
dilute solutions, however, such mispairing, or inter- 
molecular bonding, was generally avoided. I remember, 
as one of my more exciting moments, an experiment 
which Dr. Edgar Haber and I carried out on ribonuclease 
refolding from the reduced form. After stirring in air 
overnight, almost no activity had been regenerated, but 
the addition of a small amount of mercaptoethanol led 
to a rapid reshuffling of the scrambled SS bridges with 
full recovery of activity in a relatively short time. The 
path of our research on formation of three-dimensional 
structure thereafter was fairly easy sailing. 
In recent years, with the acceptance of the generality 
of the process of spontaneous refolding based on se- 
quence alone, a very large effort has been progressing in 
many laboratories to elucidate the nature of the inter- 
acting forces that lead to the correct structure and to 
deduce the three-dimensional structure of proteins from 
the sequence alone, employing a large number of differ- 
ent thermodynamic and stereochemical parameters. One 
of these days, our thermodynamic and computer experts 
will solve this problem of prediction, and the so-called 
‘folding problem’ can be put on the shelf along with 
other solutions to Nature’s secrets. 
Correspondence: C.B. Anfinsen, Department of Biology, The Johns 
Hopkins Uniuersity, 34th & Charles Streets, Baltimore, MD 21218, 
U.S.A. 
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establecido que la proteína madura es incapaz de oligomerizar. Sin embargo, Cavadini et al. (2002) 
demostraron que si la proteína conserva una porción del segmento N-terminal, como ocurre en 
los intermediarios de procesamiento, se obtienen especies oligoméricas solubles. En particular, 
reportaron que al expresar la forma FXN56-210 se recuperan ensambles de muy alto peso 
molecular (>1 MDa), cuya significancia fisiológica fue puesta en duda debido a su forma de 
obtención y a que no se forma espontáneamente in vitro. Sin embargo, posteriormente se demostró 
su presencia en múltiples sistemas in vivo como mitocondrias asiladas de músculo cardíaco 
humano, cultivos celulares y preparados de tejidos. En consecuencia, el rol fisiológico de los 
ensambles oligoméricos se convirtió en un tema de debate e investigación. Se ha demostrado que 
las especies oligoméricas poseen propiedades distintas de las que presenta el monómero. Por 
ejemplo, se demostró que el multímero puede almacenar de manera estable hasta 10 átomos de 
hierro por subunidad (Cavadini et al., 2002), y se propuso que podría funcionar como un 
mecanismo de detoxificación (O'Neill et al., 2005b). También se demostró que la especie 
multimérica forma un complejo estable con ISCU (O'Neill et al., 2005a), y que en tanto que la forma 
monomérica solo cede el ion Fe2+ durante la formación de centros de Fe-S, la forma oligomérica 
de FXN42-210 puede donar Fe2+ y Fe3+ (Gakh et al., 2010). 
Con el trabajo presentado en esta tesis hemos avanzado en la caracterización del rol de la 
región N-terminal en la oligomerización de la forma FXN56-210. La evidencia experimental que 
presentamos en el Capítulo 2 indica que la región N-terminal es un elemento esencial para el 
ensamble del oligómero de alto peso molecular. La caracterización biofísica mediante 
fluorescencia, dicroísmo circular y exclusión molecular del multímero obtenido al sobreexpresar 
la variante extendida N-terminal en E. coli muestra que las subunidades están bien plegadas y 
poseen una estabilidad similar a la de la variante madura. Por otro lado, mediante experimentos 
de proteólisis controlada observamos que, en el contexto del multímero, la región N-terminal es 
susceptible a la acción de la tripsina, en tanto que el dominio Frataxina es altamente resistente. 
Adicionalmente, probamos que concentraciones subdesnaturalizantes de cloruro de guanidinio 
logran disrumpir las interacciones intermoleculares, desensamblando a la especie oligomérica; la 
remoción del agente desnaturalizante permitió la regeneración de la especie multimérica. Estos 
resultados guardan coherencia con estudios de RMN de la variante recombinante FXN56-210, en 
los que se sugiere que el segmento que precede al residuo 90 no presentaría estructura periódica 
definida, si bien no puede descartarse cierto grado de estructura residual al comparar las 
dispersiones químicas obtenidas con las esperadas para un random coil (Kondapalli et al., 2010; 
Prischi et al., 2009). Mediante el estudio del péptido FXN56-81, pudimos verificar que este 
segmento región posee cierta tendencia a formar estructura secundaria.  
Los resultados presentados en este trabajo guardan coherencia con resultados preliminares 
recientes de nuestro laboratorio obtenidos sobre el precursor completo de la FXN, que muestran 
que la presencia del segmento N-terminal completo (residuos 1−80) incrementa la tendencia a 
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autoensamblarse de la proteína. Sin embargo, a diferencia de la variante FXN56-210, una fracción 
mayoritaria de la proteína puede recuperarse en forma monomérica. Los resultados de dicroísmo 
circular muestran que el N-terminal no está estructurado, descartando la posibilidad de que parte 
de la información necesaria para que este módulo adquiera estructura se encuentre codificada en 
los primeros residuos de la macromolécula. Dado que la variante estudiada contiene en su 
N-terminal una cola de seis histidinas y un péptido de penetración celular TAT, que permite su 
translocación a través de membranas, no podemos descartar que estas secuencias adicionales 
interfieran con la formación del oligómero.  
Puesto en perspectiva, el camino recorrido por un número importante de grupos de 
investigación con el objetivo de caracterizar el procesamiento de la FXN ha sido, sin lugar a duda, 
largo y sinuoso. Si bien hoy contamos con una descripción pormenorizada del mismo, siguen 
existiendo ciertas dudas y contradicciones. Pese a ello, en la actualidad se acepta ampliamente 
que la forma FXN81-210 es la especie más abundante in vivo (Condo et al., 2007; Gakh et al., 2010; 
Schmucker et al., 2008), y que el segmento comprendido por los residuos 81 a 92 es intrínsecamente 
desordenado y altamente flexible (Kondapalli et al., 2010; Musco et al., 2000; Prischi et al., 2009).  
Un asunto pendiente de estudio es si el dominio N-terminal tiene alguna relevancia en el 
proceso de importación. Dado que una región del dominio Frataxina (hélice α1, loop α1-β1 y 
hebra β1) posee alta densidad de cargas negativas, que podrían afectar la eficiencia de importación 
a mitocondria, una pregunta pertinente es si una región separadora que mantenga aislado al 
péptido señal podría ser de importancia para garantizar la correcta translocación de la proteína. 
Tampoco se sabe si la translocación de la FXN es cotraduccional o postraduccional. Se sabe que 
las rutas postraduccionales son facilitadas por la presencia de numerosos factores presentes en el 
citoplasma tales como chaperonas que asisten a la proteína precursora hasta que se consigue la 
importación. Sin embargo, numerosos estudios in vitro e in vivo sugieren la existencia de 
mecanismos de importación cotraduccional para algunos precursores (Ahmed et al., 2006; Ahmed 
et al., 2009; Fujiki et al., 1993; Funes et al., 2013; Loncar, 1990). Será muy importante descifrar qué 
tipo de mecanismo rige la translocación de la FXN a la mitocondria. Las estrategias de 
estabilización termodinámica de la misma podrían repercutir favorable o desfavorablemente de 
acuerdo con el tipo de mecanismo de importación que se lleve adelante. En este sentido, la 
estabilización del estado nativo FXN en el citoplasma podría ser un inconveniente a la hora 
incrementar la concentración de FXN en la matriz mitocondrial. 
La relación entre estabilidad y función 
En el Capítulo 3 estudiamos un conjunto de mutantes que introducen perturbaciones en la 
región C-terminal de la molécula: FXN L198A, FXN L198C, FXN L198R y FXN90-195. Hallamos 
que estas variantes son estables y monoméricas. Mediante análisis espectroscópicos observamos 
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que presentan estructura secundaria y terciaria de tipo nativa. Sin embargo, los experimentos de 
desnaturalización en equilibrio muestran que la perturbación de la región C-terminal determina 
un grado variable de alteración del equilibrio N⇌U de la molécula, cubriendo un rango 
notablemente amplio, que va desde 1 molécula en estado desplegado por cada 10 en estado nativo 
(FXN90-195) a 1 en estado desplegado por cada 107 moléculas nativas (FXN90-210 y FXN L203C). 
Asimismo, la alteración de las interacciones del extremo C afecta la dinámica del estado nativo, 
así como su capacidad de interactuar con hierro (ver Capítulo 5). 
En el Capítulo 4 presentamos el análisis cuantitativo de la movilidad de diversas posiciones 
del extremo C mediante técnicas de modificación química. Observamos que este extremo presenta 
un comportamiento dinámico. El desplegado local de esta región podría afectar la dinámica y la 
estabilidad. La movilidad de la región C-terminal puede ser modulada mediante el agregado de 
glicerol o urea, y podría haber una modificación en la tasa de fluctuación en presencia de hierro. 
En particular, analizamos dos mutantes de la región C-terminal que fueron reportadas en 
pacientes con ataxia de Friedreich. La mutante patogénica FXN L198R conserva la estructura 
globular de la proteína nativa, pero está globalmente desestabilizada y posee una dinámica 
localmente alterada. La variante FXN90-195—con una secuencia similar a la mutante patogénica 
FXN193Δ—también conserva la forma globular, con estructura de tipo nativa, pero exhibe una 
alteración extrema de la estabilidad y de la dinámica global en un amplio rango de escalas 
temporales. Además, la sensibilidad aumentada a la proteólisis, observada in vitro para ambas 
mutantes, sugiere una mayor tasa de degradación in vivo, brindando una posible explicación de 
por qué estas variantes provocan la enfermedad. Los resultados contribuyen a comprender cómo 
la estabilidad y la actividad biológica se encuentran vinculadas a los movimientos de las proteínas.  
Los procesos evolutivos involucran la adquisición de mutaciones que pueden afectar la 
función proteica y/o la estabilidad. Por ejemplo, una mutación que da lugar a una nueva función, 
ventajosa para el metabolismo, pero que disminuye significativamente la estabilidad, no se 
seleccionará ya que la fuerte desestabilización llevaría a la degradación o a la población de estados 
desplegados inactivos; sin embargo, estas mutaciones desestabilizadoras podrían seleccionarse en 
un contexto en el que previamente la proteína fijó alguna mutación estabilizadora. La relación 
entre el efecto de una mutación, la función y la estabilidad es crucial para comprender la dinámica 
de la evolución de las secuencias de las proteínas, así como también para lograr el diseño de 
nuevas enzimas. 
En este contexto, en nuestro laboratorio avanzamos con el estudio de una variante de 
Frataxina de la bacteria psicrofílica Psychromonas ingrahamii, que crece entre −12 y 10 °C,  con una 
temperatura óptima de crecimiento de 5 °C (Breezee et al., 2004). El objetivo en este caso fue 
estudiar una variante natural intrínsecamente inestable, y la elección de este modelo se debió a 
que muchas proteínas de organismos psicrófilos son termodinámicamente inestables, incluso a 
bajas temperaturas. Se ha postulado que esta estrategia evolutiva podría relacionarse con 
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requerimientos dinámicos de las proteínas a bajas temperaturas, derivando en un incremento en 
la flexibilidad y movilidad interna necesaria para la interacción eficiente y la catálisis. Pudimos 
demostrar que la estabilidad del homólogo P. ingrahamii depende marcadamente del pH en el 
rango 6.0−8.0 (Roman et al., 2013). Por el contrario, la estabilidad de FXN es insensible a cambios 
en el pH en dicho rango. También demostramos mediante mutagénesis que los residuos de 
histidinas no son los responsables de este efecto, que podría derivar de una distribución específica 
de residuos ácidos en la estructura proteica. Esta distribución determinaría que algunos de ellos 
tuvieran valores anómalos de pKa—notablemente alejados del valor de pKa reportado para 
residuos de ácido glutámico y aspártico en solución—experimentando cambios en su estado de 
protonación en el rango de pH 6.0−8.0.   
La comparación de la estabilidad termodinámica de la FXN y de los homólogos de E. coli, y 
S. cerevisiae sugiere que esta proteína puede tolerar un amplio rango de estabilidades, aun en 
organismos mesófilos (Adinolfi et al., 2004). Sin embargo, es importante notar que la función de la 
Frataxina en cada uno de estos organismos parecería tener ciertas particularidades. No sabemos 
si las diferencias en la maleabilidad de la estructura nativa se asocian con estas peculiaridades. Si 
bien la función biológica de las Frataxinas, y en especial de la variante humana, sigue siendo objeto 
de investigación, mucho se ha avanzado en los últimos años en comprender su rol fundamental 
en la síntesis de centros de Fe-S. Desde que se dilucidó su estructura, se ha propuesto y 
demostrado que FXN posee la capacidad de unir hierro, un metal que da lugar a la formación de 
radicales libres y que es incapaz de permanecer soluble en condiciones fisiológicas debido a la 
gran tendencia a oxidarse del ion Fe2+ y a la baja solubilidad del ion Fe3+.  
Una noción generalizada es la de la compensación entre función y estabilidad, que se origina 
al considerar la tensión estructural producida por la disposición de los residuos catalíticos en los 
sitios activos. Desde el punto de vista de la estabilidad, la organización de los sitios activos muchas 
veces es inherentemente desfavorable. Los residuos funcionales—generalmente polares o 
cargados—se ubican en bolsillos hidrofóbicos, en ocasiones adoptando con ángulos torsionales 
desfavorables. En consecuencia la sustitución de los residuos catalíticos clave puede incrementar 
dramáticamente la estabilidad, concomitantemente con la eliminación de la actividad (Beadle et 
al., 2002; Meiering et al., 1992; Schreiber et al., 1994; Shoichet et al., 1995). Por el contrario, se postula 
que la aparición de nuevas funciones va acompañada de una pérdida en la estabilidad. 
En el caso del homólogo de Frataxina de S. cerevisiae, el reemplazo de cinco residuos ácidos 
pertenecientes a la superficie aniónica responsable de la interacción con hierro (Figura 1.8) por 
alaninas, disminuye la capacidad de unir el metal a solo dos átomos por subunidad de proteína, 
en tanto que da lugar a un aumento en la estabilidad termodinámica y en la resistencia a la acción 
de proteasas (Correia et al., 2010). 
La integridad de la estructura proteica y la función dependen fuertemente de la estabilidad 
termodinámica. El equilibrio entre los estados nativo y desplegado (N⇌U) determina la 
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concentración efectiva de especie activa. Si el equilibrio N⇌U se encuentra significativamente 
desplazado a la derecha, como es el caso de una proteína muy inestable, luego la concentración 
de proteína activa es mucho menor que la concentración de proteína total. Por el contrario, las 
mutantes que estabilizan a la proteína, como la mutante puntual de longitud completa FXN 
L203C, aumentan la concentración efectiva de la forma nativa y competente para la función, 
resultan en mayor actividad. La correlación inversa puede pensarse si las mutaciones dan lugar a 
la estabilización de regiones que requieren flexibilidad para llevar a cabo la función biológica, tal 
como se halló en el caso del receptor de prolactina humano, al que no se le detecta actividad al 
realizar la mutación G129V, que produce una disminución en su flexibilidad (Jomain et al., 2007). 
Múltiples enfermedades genéticas, al igual que en la ataxia de Friedrich, son producto de 
mutaciones que suprimen la función proteica. Las mutaciones comúnmente afectan la actividad 
biológica debido a que alteran la estructura o la dinámica, o bien debido a que modifican el sitio 
activo. En las variantes estudiadas en este trabajo, la capacidad de interactuar con hierro (ver 
Capítulo 5) correlaciona inversamente con la estabilidad. Sin embargo, si bien es razonable suponer 
que a mayor estabilidad del sistema mejor funcionará, dicha observación no puede generalizarse. 
En algunos casos, dicha correlación es inversa: a mayor estabilidad de la proteína menor su 
actividad. No solo cada sistema responde de forma distinta a las mutaciones, sino que mutaciones 
en una misma posición pueden resultar en diferentes combinaciones de alteraciones en la 
estabilidad y la actividad como observaron Kragelund et al. (1999) al mutar la posición 73 de la 
proteína de unión a acil-coenzima A.  
En efecto, otros grupos que estudiaron la estabilidad termodinámica y la estequiometria de 
unión a hierro de un conjunto de mutantes puntuales de FXN asociadas al desarrollo de ataxia de 
Friedreich, no hallaron una correlación entre ambos parámetros. En particular, las mutantes I154F 
y W155R no presentan diferencias significativas en su estabilidad, pero poseen alterada su 
capacidad de interactuar con hierro, precipitando cuando se las incuba con más de dos 
equivalentes del metal (Correia et al., 2006). Por el contrario, las mutantes D122Y y G130V 
conservan el 60 % de la capacidad de interactuar con el metal que presenta la variante silvestre 
pero están desestabilizadas en 1.3 y 2.5 kcal mol−1 respectivamente, mostrando una correlación 
entre estabilidad y función (Correia et al., 2008). 
Bromberg et al. (2009) demostraron que no es posible establecer una relación simple entre la 
perturbación de la estabilidad de una proteína y el efecto sobre la función. Observaron que los 
cambios en la estabilidad no necesariamente permiten explicar los cambios funcionales, y que 
muchas mutaciones que poseen efecto sobre la actividad no producen variaciones en la 
estabilidad. Esto pone de manifiesto la complejidad de los sistemas proteicos, en los que coexisten 
múltiples factores que se ajustan evolutivamente derivando en la optimización de procesos 
bioquímicos en el contexto celular. La función de una proteína depende de su secuencia, 
estructura, estabilidad y flexibilidad. La interrelación entre estos parámetros ha sido foco de 
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múltiples estudios y hoy entendemos que la estructura de una proteína queda definida por su 
secuencia, y que la estabilidad es una propiedad estructural intrínseca. Ha sido menos evidente 
reconocer si existe algún tipo de relación entre la estabilidad y la función biológica. Una proteína 
en la que se maximiza la estabilidad o la actividad no es necesariamente la herramienta más 
adecuada en términos metabólicos. Así, una proteína deberá equilibrar su estabilidad, dinámica 
y actividad de manera de ser funcional a los requerimientos fisiológicos, sin ser demasiado lábil, 
o imposible de degradar cuando sea necesario hacerlo, o poco eficiente para llevar a cabo su 
función, ni extremadamente activa, eventualmente perdiendo regulación y desequilibrando la 
compleja red de reacciones que ocurren en el organismo, resultando tóxica. Si bien la estabilidad 
es un determinante fundamental de la actividad biológica, no se ha establecido aún una regla 
general que vincule ambas características de una proteína. 
En este contexto será clave comprender si la FXN es la proteína responsable de la transferencia 
de hierro a la proteína de andamiaje ISCU, sobre la que se sintetizan los centros hierro-azufre. Se 
sabe que la afinidad de la FXN por hierro no es muy elevada; sería pertinente pensar que un 
incremento de la afinidad por el metal podría ser perjudicial en el mecanismo de montaje de 
centros de Fe-S. Este podría ser el caso de variantes como FXN L203C. Claramente, la FXN es un 
sistema muy atractivo para evaluar este tipo de relaciones entre estabilidad y función. Futuros 
experimentos permitirán identificar si la FXN tiene un rol en la transferencia del metal, y si existe 
una compensación entre características adaptativamente deseables en alguna dimensión—
secuencia, topología, estabilidad, dinámica, función—pero que resultan ser incompatibles en otra.  
Gentry et al. (2013) sugirieron que la región 81−90 podría ser un determinante importante de, 
por lo menos, uno de los sitios de interacción con metales de la FXN. El residuo de histidina que 
ocupa la posición 86 estaría involucrado en el sitio, y su afinidad sería significativamente más 
elevada que la del resto de los sitios de unión. En este sentido, la inclusión del segmento 81-90, 
cuya estructura es predicha como desordenada, podrá ser importante para evaluar el rol activador 
de la FXN sobre el complejo de biosíntesis de centros de Fe-S.  
La dinámica y el rol biológico  
En el Capítulo 5 presentamos experimentos que ponen de manifiesto la relación entre la 
capacidad de interactuar con hierro y la estabilidad y la dinámica local y global de la proteína. Las 
perturbaciones en la dinámica, que resultan en un incremento en la movilidad interna de la FXN, 
afectan la capacidad de unir el metal.  
Los experimentos de RMN realizados por otros grupos han producido información valiosa 
acerca de la localización de sitios de unión de metal, sin embargo, aún no está claro si la FXN sufre 
o no cambios en la conformación o en la dinámica como consecuencia de la unión de hierro o 
metales miméticos. Recientemente, Gentry et al. (2013) investigaron en detalle si la unión de 
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metales (Co2+, Fe2+ o Fe3+) produce cambios en el intercambio de hidrógeno por deuterio, como 
medida de la perturbación de la movilidad interna y las estabilidades locales de la FXN humana. 
En general, se observó una disminución de la incorporación de deuterio al aumentar el número 
de equivalentes del metal. La región N-terminal (residuos 81−91), la hebra β1 (residuos 122−127), 
y las hebras β4 y β5 (residuos 156−172) presentaron una reducción de la incorporación de deuterio 
al incubar la proteína con dos equivalentes de cualquiera de los tres iones metálicos. Con tres 
equivalentes de metal, se suma a los segmentos mencionados la hélice α1. Es interesante observar 
que las hebras β4 y β5 forman parte de la región de interacción de la FXN con proteínas del 
complejo de ensamblado de centros de Fe-S, por lo que es de esperar que la interacción del metal 
tenga consecuencias funcionales. Además, la coordinación de metales afectó las estabilidades 
locales más allá de la zona de unión inmediata, sugiriendo efectos reguladores de tipo alostérico. 
En la misma línea, en el contexto de este trabajo nos propusimos evaluar la modulación de la 
reactividad de un residuo de cisteína introducido en las posiciones 198, 200 o 203 en la región C-
terminal. Los estudios computacionales realizados han mostrado la existencia de exposición local 
y de una anticorrelación entre la movilidad de la región C-terminal y de la hélice α1. Sin embargo, 
la reactividad de la Cys198 no presentó cambios significativos frente a la interacción de la FXN 
con Fe3+. Lamentablemente, no pudimos evaluar el efecto sobre las dos posiciones restantes por 
cuestiones técnicas.  
Si bien existe un consenso general en cuanto a que la Frataxina está asociada con en el 
metabolismo del hierro, la función fisiológica exacta continúa siendo objeto de investigación. El 
hierro es un metal esencial, dada su participación como cofactor en múltiples reacciones 
metabólicas como el transporte de oxígeno, el metabolismo energético y la síntesis de ADN. Una 
vez internalizado en la célula, el hierro es trasportado a la mitocondria para la síntesis de grupos 
hemo o de centros de hierro-azufre, componentes integrales de muchas metaloproteínas. Babcock 
et al. (1997) reportaron que la deficiencia de Frataxina en S. cerevisiae provoca la acumulación de 
hierro en las mitocondrias y un incremento en la sensibilidad al estrés oxidativo. En consecuencia, 
se ha propuesto que la Frataxina podría funcionar como una chaperona de hierro o como una 
alternativa para secuestrar y almacenar hierro mitocondrial—altamente insoluble y tóxico cuando 
se encuentra en estado libre debido a que en condiciones aeróbicas cataliza la propagación de 
especies reactivas de oxígeno y la generación de radicales libres—a través de la formación de 
agregados de alto peso molecular. Más recientemente se demostró su capacidad de interaccionar 
con las proteínas que forman la maquinaria de síntesis de centros de Fe-S, en donde se supone 
que la FXN estaría encargada de ceder átomos de Fe2+ al clúster en formación, así como también 
de regenerar el clúster en las proteínas dependientes de este tipo ensambles. Si bien no está claro 
aún cuál es el destino del metal que interacciona con la proteína, la relevancia de su función queda 
puesta en evidencia al considerar que se han reportado niveles elevados de hierro en células de 
pacientes con ataxia de Friedreich y en modelos unicelulares y murinos de la enfermedad.  
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La maleabilidad del paisaje de plegado de la Frataxina 
La familia Frataxina es un excelente modelo para estudiar la interrelación entre el paisaje de 
plegado y el funcional, y cómo las restricciones que impone la función—y la evolución—en un 
contexto biológico pueden gobernar el mecanismo de plegado. 
El panorama completo que surge del análisis de la cinética de plegado de la FXN es 
sustancialmente más complejo que el recientemente sugerido para el homólogo de S. cerevisiae 
(Bonetti et al., 2014; Gianni et al., 2014). No es inusual que existan diferencias en el mecanismo de 
plegado entre proteínas homólogas. El análisis de nuestros resultados indica la existencia de un 
estado intermediario en la ruta de plegado, con un contenido significativo de estructura 
secundaria, pero relativamente baja compactación en comparación con el ensamble nativo. 
En el caso de la Frataxina de S. cerevisiae, la curvatura de los gráficos de ln(kobs) vs. [urea] fue 
interpretada como el cambio en la compactación del estado de transición bajo la asunción de un 
modelo de dos estados con una barrera de transición ancha (Figura 8.1B). En nuestro caso, la 
detección de una fase explosiva (burst-phase) en las trazas cinéticas de replegado indican 
firmemente a existencia de un estado intermediario, y por lo tanto revela que la curvatura de los 
gráficos de ln(kobs) vs. [urea] es consecuencia de una interrelación entre la estructura y la energética 
de los estados conformacionales U, I y N (Figura 8.1C). 
 
Figura 8.1. Mecanismo de plegado de la Frataxina varía entre los distintos homólogos. Un 
modelo de dos estados (N⇌U) con barrera angosta (A) describe bien el plegado del homólogo 
de la bacteria psicrófila P. ingrahamii, en cambio el mecanismo de plegado de la Frataxina de 
S. cerevisiae fue descripto mediante un modelo de dos estados (N⇌U) pero con barrera ancha 
(B), en el que la posición del máximo varía de acuerdo a la concentración de agente caotrópico. 
Por último, para explicar el mecanismo de plegado de la variante humana (C) fue necesario un 
modelo con un intermediario (N⇌I⇌U). Estos resultados indicarían que el mecanismo de 
plegado del fold Frataxina es más bien maleable. 
Nuestro laboratorio avanzó con la caracterización del mecanismo de plegado del homólogo 
de P. ingrahamii. En este caso no se detectó un intermediario de plegado (Figura 8.1A), ni fue 
evidente la presencia de una curvatura en el gráfico de ln(kobs) vs. [urea], que podría haber sido 
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compatible con la idea de una barrera de activación ancha y un estado de transición con 
compactación variable en función de la concentración de agente caotrópico. Estos resultados 
también apoyan la idea de que el mecanismo de plegado del fold Frataxina podría ser 
significativamente maleable y que una combinación de cambios en secuencia con pequeñas 
alteraciones topológicas como los observados en estos casos en el acortamiento de la región 
C-terminal o en el acortamiento del loop α1-β1 pueden derivar en cambios mecanísticos en el 
plegado. 
Recapitulando (de regreso a la evidencia) 
En este capítulo nos propusimos discutir de manera integral los experimentos presentados a 
lo largo de toda la tesis, haciendo especial énfasis en las cuestiones que la atraviesan 
transversalmente. Vimos que nuestros resultados aportan al debate actual sobre la compleja 
interrelación que existe entre la estructura, la estabilidad, la dinámica y la función proteica. 
Mediante el estudio de mutantes y la comparación de nuestros resultados con la información 
existente acerca de algunos homólogos, elaboramos un conjunto de ideas y conjeturas sobre los 
posibles motivos y consecuencias de que tales aspectos se manifiesten como lo hacen en la FXN. 
Nos aventuramos, incluso, a esbozar explicaciones para el desarrollo de ataxia de Friedreich en 
dos casos específicos (FXN L198R y FXN 193∆), y a sugerir cómo nuestros hallazgos podrían 
contribuir en algún sentido al desarrollo de estrategias para afrontar la enfermedad. 
A modo de cierre, y ya sin espacio para el análisis pormenorizado, queremos recapitular los 
resultados más relevantes a los que hemos arribado. En síntesis, de la evidencia experimental que 
recolectamos podemos plantear las siguientes cuestiones concretas:  
1. Demostramos que la región N-terminal es un elemento esencial para el ensamble del 
oligómero de alto peso molecular. Las subunidades están bien plegadas y poseen una 
estabilidad similar a la de la variante madura. Además, mediante el estudio del péptido 
FXN56-81, probamos que este segmento es capaz de adquirir cierto grado de estructura. 
2. Demostramos que el segmento C-terminal, que carece de estructura secundaria periódica, 
establece interacciones con el dominio globular Frataxina. Si bien, el segmento C-terminal no 
es imprescindible para que la proteína se pliegue correctamente, las interacciones que 
establece dicho segmento determinan la estabilidad y la dinámica de la proteína. 
3. Demostramos que el segmento C-terminal es dinámico, y que presenta fluctuaciones en el 
contexto del estado nativo. La tasa de exposición está correlacionada con la estabilidad de la 
proteína, y puede ser modulada mediante el agregado de caótropos u osmolitos. 
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4. Demostramos que la interacción de la FXN con hierro está directamente relacionada con la 
estabilidad global y la dinámica local de la molécula. Que la molécula no haya evolucionado 
a una forma más estable pone en evidencia que otras funciones biológicas de la FXN—
interacción con las proteínas del complejo de biosíntesis de centros de Fe-S y cesión de hierro 
a ISCU, aconitasa y otras proteínas dependientes de centros de Fe-S—dependen de otros 
aspectos, como la flexibilidad y la existencia de ciertos residuos en posiciones específicas, 
incompatibles con un aumento de la estabilidad.  
5. Demostramos que la reacción de plegado de la FXN presenta un intermediario (con un 
contenido significativo de estructura secundaria, pero baja compactación) en el que el 
segmento C-terminal no se encuentra estructurado, así como tampoco lo está en el estado de 
transición de la reacción que convierte al intermediario en la forma nativa. En consecuencia, 
su perturbación no altera la cinética de plegado. Por el contrario, este segmento tiene un 
importante efecto sobre la reacción de desplegado, aportando a la estabilidad de la molécula. 
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 A. Generación de las 
construcciones plasmídicas 
Procedimientos generales de biología molecular 
Todas las variantes de Frataxina humana (FXN) fueron generadas mediante reacción en 
cadena de la polimerasa (PCR), utilizando como molde la construcción pcDNA3.1::fxn, provista 
por la Dra. Hélène Puccio de la Universidad de Estrasburgo. Los insertos fueron ligados en el 
vector de clonado pGem-5Zf, liberados mediante digestiones secuenciales, y finalmente 
introducidos en el vector de expresión pET-9b (Figura A.1). 
 
Figura A.1. Esquema general de trabajo para generar las construcciones con las distintas 
variantes de FXN. Se amplificaron los fragmentos correspondientes a los segmentos de ADN 
codificantes deseados a partir de un vector conteniendo el cADN completo del gen fxn, 
utilizando primers específicos que incorporan sitios de restricción y mutaciones en los casos en 
que fuera necesario. Los insertos obtenidos fueron ligados en el vector de clonado pGem-T, 
que permite la ligación eficiente, así como también la selección de clones recombinantes por α-complementación. Finalmente, los insertos fueron liberados del vector de clonado utilizando 
los sitios de restricción incorporados en la PCR, y ligados en el vector de expresión pET-9b, 
previamente digerido con las mismas enzimas. 
Visualización de fragmentos de ADN 
Los fragmentos de ácidos nucleicos fueron resueltos por electroforesis en gel de agarosa de 
concentraciones adecuadas en función del tamaño de las moléculas. Los geles fueron preparados 
con buffer TAE (Tris-ácido acético 40 mM, EDTA 1 mM) y fueron suplementados con bromuro de 
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etidio (50 µg ml−1), un intercalante de bases que fluoresce al ser irradiado con luz ultravioleta, y 
cuya eficiencia cuántica se intensifica unas 20 veces al unirse a una cadena de ADN debido al 
aumento de la hidrofobicidad de su entorno (Waring, 1965), permitiendo revelar las bandas de 
ADN. A las muestras se les agregó buffer de siembra 6X (azul de bromofenol 0.03 %, xileno cianol 
FF 0.03 %, naranja G 0.4 %, Ficoll 400 15 %, EDTA 50 mM, Tris·HCl 10 mM, pH 7.5). Se incluyó un 
marcador de peso molecular (ladder) acorde según el tamaño de las moléculas a resolver. Las 
corridas electroforéticas fueron realizadas en una cuba horizontal a 80 V, con TAE como buffer de 
corrida. * 
Purificación de fragmentos ADN a partir de tacos de agarosa 
Luego de una electroforesis preparativa, los fragmentos de agarosa conteniendo las bandas 
de interés fueron escindidos utilizando hojas de bisturí estériles. El ADN fue extraído empleando 
el kit QIAEX II (Qiagen), basado en la adsorción selectiva de los ácidos nucleicos a partículas de 
sílica-gel, en presencia de sales caotrópicas. El ADN fue recuperado en 20 µl de buffer Tris·HCl 10 
mM, pH 8.5. El porcentaje de recuperación fue superior al 70 %. 
Purificación de ADN plasmídico a partir de cultivos bacterianos 
El ADN plasmídico se obtuvo mediante miniprep por lisis alcalina (SDS/NaOH) (Birnboim et 
al., 1979). Se crecieron cultivos de 5 ml de Escherichia coli conteniendo el vector a preparar en medio 
LB (Tabla A.6) suplementado con antibiótico adecuado, durante 16 horas a 37 ºC y 180 rpm. Las 
bacterias fueron centrifugadas en tubos de 1.5 ml a 4 000 g durante 5 minutos, el sobrenadante 
descartado y el pellet resuspendido en 300 µl de solución 1 (RNAsa 100 µg ml−1, EDTA 10 mM, 
Tris·HCl 50 mM, pH 8.0). Las bacterias fueron lisadas mediante el agregado de 300 µl de solución 2 
(NaOH 200 mM, SDS 1 %). La suspensión fue homogenizada suavemente por inversión e 
incubada durante 5 minutos. Inmediatamente transcurrido el tiempo de incubación, la muestra 
fue neutralizada agregando 300 µl de solución 3 fría (acetato de potasio 2.55 M, pH 4.8). La 
suspensión fue homogenizada rápidamente por inversión, incubada durante 5 minutos a 
temperatura ambiente y posteriormente centrifugada a 21 000 g durante 15 minutos a 4 °C. El 
sobrenadante fue cuidadosamente transferido a un tubo limpio de 1.5 ml. El ADN fue precipitado 
mediante el agregado de 700 µl de isopropanol frío. La muestra fue homogenizada por inversión 
y posteriormente centrifugada a 21 000 g durante 15 minutos a 25 °C. El sobrenadante fue 
descartado y el precipitado fue lavado con 1 ml de etanol 70 % frío. La muestra fue centrifugada 
a 21 000 g durante 15 minutos a 25 °C. El sobrenadante fue descartado. Una vez que el precipitado 
se hubiera secado (10−15 minutos) fue resuspendido en 30 µl de agua destilada autoclavada. 
 
                                                      
Abreviaciones utilizadas en este apartado 
FXN: Frataxina humana 
PCR: reacción en cadena de la polimerasa 
UFC: unidades formadoras de colonia 
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PCR analítica 
Para la detección de insertos se realizaron PCRs empleando alguno de los siguientes 
protocolos: 
• PCR sobre plásmido purificado, empleando el material obtenido tras una miniprep como 
molde para la amplificación. 
• PCR sobre cultivo, para lo cual se crecen pequeños cultivos, de los cuales se centrifugan 
100 µl durante 2 minutos a 4 000 g, se descarta el sobrenadante y se resuspende el pellet en 
100 µl de agua. Luego se incuba la muestra a 99 ºC durante 10 minutos y se centrifuga. Se 
utilizan 10 µl del sobrenadante como molde para la PCR. 
• Colony-PCR, que consiste en tocar con la punta de un escarbadientes una colonia crecida 
en placa y depositar las bacterias en las paredes del tubo en el que luego se agregará la 
mezcla de reacción. 
En todos los casos se utilizó el programa de termociclado que se describe en la Tabla A.1.  
TABLA A.1. PROGRAMA DE TERMOCICLADO UTILIZADO PARA LA PCR. 
  Temperatura (ºC) Tiempo (s) 
 Desnaturalización inicial 94 120 
30 ciclos 
Desnaturalización 94 30 
Annealing 58 30 
Extensión 68 45 
 Extensión final 68 600 
En la Tabla A.2 se detallan los componentes de la PCR en función del protocolo utilizado. 
TABLA A.2. MEZCLA DE REACCIÓN DE PCR SEGÚN EL PROTOCOLO UTILIZADO. 
Componente Concentración final 
Volumen (µl) 
Colony PCR PCR sobre cultivo 
PCR sobre 
miniprep 
ADN Molde Deseable < 5 ng µl−1 
Punta de 
escarbadientes 10.00 2.00 
Buffer Con MgCl2 (10X) 1X 5.00 5.00 5.00 
dNTPs Solución 2.5 mM de cada uno 0.3 mM 4.00 4.00 4.00 
Primers 
Fw (10 µM) 2.0 µM 0.50 0.50 0.50 
Rev (10 µM) 2.0 µM 0.50 0.50 0.50 
Polimerasa Taq (Promega, 5 U µl−1) 0.05 U µl−1 0.25 0.25 0.25 
Agua Destilada, autoclavada csp 25 µl 14.75 4.75 12.75 
Todas las reacciones fueron preparadas en 25 µl. 
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Trasformación de bacterias con las construcciones generadas 
Los plásmidos obtenidos en los diferentes pasos de la generación de las construcciones 
generadas para expresar las proteínas fueron introducidos en E. coli mediante electroporación. La 
electroporación utiliza pulsos de corriente eléctrica para generar poros en la bicapa lipídica de las 
células, a través de los cuales ingresa el material extracelular y es asimilado por la célula. Mediante 
la selección del tiempo, la forma y voltaje del pulso adecuados, se minimiza la perturbación de la 
membrana celular, incrementando la viabilidad de las células, y se maximiza la eficiencia de la 
trasformación, alcanzando, en el caso de E. coli, una eficiencia de hasta 1010 unidades formadoras 
de colonia (UFC) transformantes por µg de material genético. 
Las células competentes para ser transformadas mediante electroporación deben encontrarse 
en un medio con alta resistencia (no conductor), y en buen estado metabólico, siendo óptimo, en 
el caso de bacterias, cuando se las cosecha en la porción inicial−media de la fase exponencial de 
crecimiento. Para preparar E. coli competentes se realizó un cultivo de 50 ml en medio LB (Tabla 
A.6), crecido durante 16 horas a 37 ºC y 180 rpm, con el que se inoculó 1 litro de medio LB, que 
fue crecido a 37 ºC y 180 rpm hasta que la densidad óptica, medida a 600 nm, alcanzó 0.6. 
Posteriormente, el cultivo fue transferido a mamaderas estériles y dejado reposar durante 
20 minutos en hielo antes de continuar. Todos los procedimientos que se describen a continuación 
fueron realizados en baño de hielo y en esterilidad, y los materiales utilizados fueron previamente 
enfriados. El cultivo fue centrifugado durante 15 minutos a 4 000 g y 4 ºC, el sobrenadante 
descartado y las células resuspendidas en 500 ml de glicerol 10 % estéril. El paso anterior fue 
repetido, resuspendiendo el pellet en 250, 50 y 1 ml sucesivamente. Finalmente, las células fueron 
fraccionadas en alícuotas de 100 µl, que se almacenaron a −70 ºC.  
La calidad de las competentes fue determinada electroporándolas con una construcción de 
concentración conocida, y realizando el recuento en placa de las UFC obtenidas. Normalmente se 
obtuvieron valores de eficiencia de entre 108 y 109 UFC µg−1. 
Para la transformación, una alícuota de bacterias competentes fue descongelada en hielo, 
inmediatamente antes de la electroporación. Se utilizaron 2 µl de mezcla de ligación, o bien 10 ng 
de plásmido superenrollado proveniente de miniprep. La mezcla de bacterias y ADN fue colocada 
en una celda de electroporación (Bio-Rad) de 2 mm de paso de corriente, previamente enfriada en 
hielo, y se le aplicó un pulso de 2.5 kV con una constante de tiempo de ~5 ms (MicroPulser, 
Bio-Rad). Luego de la electroporación, las bacterias fueron inmediatamente resuspendiadas en 
900 µl de medio SOC (Tabla A.6), e incubadas durante exactamente 1 hora a 37 ºC y 180 rpm. 
Finalmente, las bacterias fueron sembradas en placas de Petri (habitualmente 100 µl por placa 
utilizando espátula de Drigalski) con medio LB-agar (Tabla A.6) suplementado con el antibiótico 
correspondiente al vector involucrado en la transformación, e incubadas durante 16 horas a 37 ºC. 
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Obtención de los segmentos de ADN codificantes 
Los segmentos de ADN codificantes para las proteínas deseadas fueron generados mediante 
PCR. La amplificación se realizó en tubos de 500 µl. Los primers utilizados en las reacciones de 
PCR se detallan en la Tabla A.3. Se utilizó el programa RNAdraw (Matzura et al., 1996) para 
detectar la formación de estructura secundaria, que podría disminuir el rendimiento en las PCR. 
TABLA A.3. PRIMERS UTILIZADOS PARA LAS REACCIONES DE PCR.  
Primer Secuencia 
Forward (FXN45-210) ccttca|tatggacatcgatgcgacctgc 
Forward (FXN56-210) tttaagaaggagatataca|tatgctagatgagaccacctatg 
Forward (variantes de longitud completa)* tttaagaaggagatataca|tatgctagatgagaccacctatgaa 
Reverse (FXN45-210, 56-210, 90-210) gcatg|gatcctcaagcatcttttccggaataggc 
Reverse (FXN90-195) gcatg|gatcctcattttaaggctttagtgagctct 
Reverse (FXN L198R) gcatg|gatcctcaagcatcttttccggaataggccaacgaagacaagtcgcgtttggtttttaagg 
Reverse (FXN L198A) gcatg|gatcctcaagcatcttttccggaataggccaacgaagacaagtccgctttggtttttaagg 
Reverse (FXN L198C) gcatg|gatcctcaagcatcttttccggaataggccaacgaagacaagtcgcatttggtttttaagg 
Reverse (FXN L200A) gcaag|gatcctcaagcatcttttccggaataggccaacgaagacgcgtccagtttgg 
Reverse (FXN L200C) gcaag|gatcctcaagcatcttttccggaataggccaacgaagagcagtccagtttgg 
Reverse (FXN L203A) gcaag|gatcctcaagcatcttttccggaataggccgccgaagacaagtccag 
Reverse (FXN L203C) gcaag|gatcctcaagcatcttttccggaataggcgcacgaagacaagtccag 
Los primers Forward incorporan un sitio de restricción para la endonucleasa NdeI (que incluye el triplete iniciador de la 
transcripción atg). Los primers Reverse incorporan un sitio de restricción para la endonucleasa BamHI inmediatamente luego 
del codón terminador tga. Se indican subrayadas las porciones de secuencia que agregan al fragmento amplificado sitios de 
restricción. 
En los primers primers Reverse de las mutantes puntuales se indica recuadrado el codón que codifica para el aminoácido 
mutado, y se indica en negrita las bases modificadas para introducir la mutación. La c en rojo introduce una mutación silenciosa 
para evitar la formación de estructura secundaria. 
* Las variantes de longitud completa incluyen a FXN90-210 y a las mutantes puntuales (FXN L198R, L198A, L198C, L200A, 
L200C, L203A, L203C). 
En la Tabla A.4 se detalla la composición de la mezcla de reacción. Para la amplificación de 
los segmentos codificantes de ADN se utilizó la polimerasa Pfx (Thermococcus kodakaraenis). La 
enzima Pfx posee actividad de corrección (exonucleasa 3’→5’), otorgándole una fidelidad de copia 
26 veces mayor a la de la polimerasa Taq (Thermus aquaticus), lo cual disminuye notoriamente la 
probabilidad de que se incorporen mutaciones durante la reacción. Asimismo, la enzima está 
asociada a un anticuerpo que proporciona un método de inicio en caliente sencillo y automático 
que mejora la especificidad de la PCR. 
La PCR se realizó con el ciclo que se detalla en la Tabla A.1. El producto de la PCR fue resuelto 
mediante electroforesis en gel de agarosa. Se escindió el taco conteniendo el fragmento de ADN 
amplificado, que fue purificado y conservado a −20 ºC. 
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TABLA A.4. MEZCLA DE REACCIÓN DE LA PCR PARA AMPLIFICAR LOS SEGMENTOS DE ADN 
CODIFICANTES DE LAS VARIANTES DE FXN.  
Componente Concentración final 
Volumen (µl) 
ADN Molde pcDNA3.1::fxn (100 ng µl−1) 0.5 ng µl−1 0.25 
Buffer Buffer Pfx (10X) 1X 5.00 
Mg2+ MgCl2 (50 mM) 1.0 mM 1.00 
dNTPs Solución 2.5 mM de cada uno 0.3 mM 6.00 
Primers 
Fw (100 µM) 2.0 µM 1.00 
Rev (100 µM) 2.0 µM 1.00 
Polimerasa Pfx (Invitrogen, 2.5 U µl−1) 0.05 U µl−1 1.00 
Agua Destilada, autoclavada csp 50 µl 34.75 
Subclonado de los segmentos de ADN codificantes 
Los segmentos de ADN codificantes para las variantes de FXN fueron subclonados en el 
vector pGem-5Zf mediante el sistema pGemT (Promega). pGemT se produce linealizando el vector 
pGem-5Zf (+) con EcoRV y adicionando una timidina en ambos extremos 3’. Dichas timidinas en 
el sitio de inserción aumentan notablemente la eficiencia de ligación de fragmentos, previniendo 
la recircularización del vector y proveyendo extremos compatibles para los productos de PCR 
generados por ciertas polimerasas termoestables que adicionan adeninas en ambos extremos 5’ 
(Mezei, 1994; Robles, 1994), o bien con sus extremos adecuadamente compatibilizados (ver 
A-tailing a continuación). pGem-5Zf es un vector de alto número de copias, conteniendo 
promotores T7 y SP6 flanqueando la región de clonado múltiple dentro de la región codificante 
del péptido-α de la enzima β-galactosidasa. La inactivación insercional del péptido-α permite la 
identificación de colonias recombinantes. pGem-5Zf posee además el gen bla que codifica para la 
β-lactamasa que rompe el anillo de β-lactama de la ampicilina, confiriendo resistencia al 
antibiótico, que interfiere con la síntesis de la pared bacteriana. 
Compatibilización de extremos: A-tailing 
Se compatibilizaron los extremos del inserto mediante tratamiento con dATPs y polimerasa 
Taq durante 30 minutos a 70 ºC. Este protocolo, sin alterar la secuencia del gen, adiciona 
nucleótidos de adenina en los extremos de los fragmentos de PCR purificados, los cuales 
posteriormente hibridarán con las timinas del plásmido pGem-T. Las reacciones fueron realizadas 
en 10 µl. Los insertos fueron utilizados en concentración 10 ng µl−1 y se agregó dATP 200 µM, 
polimerasa Taq 1 U µl−1 y el buffer de reacción, que contiene MgCl2, en concentración 1X. 
Ligación 
La ligación en pGemT fue realizada según se describe en la Tabla A.5. Se utilizaron relaciones 
inserto:vector 1:1, 3:1 y 4:1. La mezcla de reacción fue incubada durante 16 horas a 4 ºC. 
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TABLA A.5. MEZCLA DE REACCIÓN DE LA LIGACIÓN DE LOS INSERTOS EN PGEMT. 
Componente Concentración final 
Volumen (µl) 
Reacción* Control (+) 
Control 
religación 
Inserto 
Producto de PCR (10 ng µl−1) 1 ng µl−1 1.0 — — 
Control(+) (10 ng µl−1) 2 ng µl−1 — 2.0 — 
Vector pGemT (50 ng µl−1) 5 ng µl−1 1.0 1.0 1.0 
Buffer Rapid Ligation Buffer (2X) 1X 5.0 5.0 5.0 
Ligasa T4 (Promega, 3 U µl−1) 0.3 U µl−1 1.0 1.0 1.0 
Agua Destilada, autoclavada csp 10 µl 2.0 1.0 3.0 
* Se indica únicamente la reacción de relación vector:inserto de 1:1 
Obtención de colonias recombinantes 
La reacción de ligación fue utilizada para trasformar bacterias E.coli competentes Jm109, 
DH5a o Top10 mediante electroporación según se describió previamente en esta sección. Las 
placas fueron suplementadas con ampicilina 100 µg ml−1, IPTG 1 mM y X-gal 80 µg ml−1.  
Luego de la incubación, se seleccionaron 10 colonias blancas, y se realizaron estrías en una 
nueva placa de idéntica composición a las anteriores, que fue incubada a 37 ºC durante 16 horas. 
Aquellas que mantuvieron el fenotipo blanco fueron analizadas mediante PCR analítica, 
siguiendo alguna de las variantes descriptas (Tabla A.2). Aquellas colonias que produjeron 
resultados positivos en la PCR, fueron utilizadas para inocular 10 ml de LB (Tabla A.6) 
suplementado con ampicilina 100 µg ml−1. Los cultivos fueron crecidos durante 16 horas a 37 ºC, 
agitados a 180 rpm. Se realizó un control de esterilidad idéntico a los cultivos, pero sin inocular; 
la verificación de que no hubo crecimiento en el mismo luego de la incubación, sirvió como prueba 
de la asepsia de los demás cultivos. 
Con dichos cultivos se prepararon stocks de bacterias, agregando glicerol al 10 % final como 
criopreservante, que fueron almacenados a −70 ºC. Además, se utilizaron 5 ml para realizar 
minipreps. El plásmido purificado fue cuantificado mediante electroforesis analítica en gel de 
agarosa 1 % y almacenado a −20 ºC. 
Subclonado en vector de expresión 
Liberación del inserto a partir de las construcciones pGem-5Zf::fxn 
El inserto fue liberado del vector pGem-5Zf::fxn mediante digestiones secuenciales con NdeI 
y BamHI (Promega) en condiciones adecuadas de reacción. Las digestiones se incubaron a 37 ºC 
durante 2 horas. Luego de cada digestión, los productos obtenidos fueron resueltos mediante 
electroforesis en gel de agarosa; el fragmento de interés fue recuperado del taco de gel. 
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Apertura del vector 
El vector pET-9b (Novagen), que confiere a las bacterias resistencia al antibiótico kanamicina, 
fue linealizado mediante digestiones secuenciales con NdeI y BamHI. Las digestiones se incubaron 
a 37 ºC durante 2 horas. Luego de cada digestión, el vector linealizado fue resuelto mediante 
electroforesis en gel de agarosa, y recuperado del taco de gel. 
Ligación 
La ligación de los segmentos de ADN codificantes de las variantes de FXN en pET-9b fue 
realizada utilizando ligasa recombinante del fago T4 (Promega) en condiciones adecuadas de 
reacción. Se ensayaron diversas relaciones inserto:vector, y se realizó además un control de 
religación, omitiendo el inserto en la mezcla de reacción. La mezcla fue incubada a 4 ºC durante 
16 horas. 
Obtención de colonias recombinantes 
Transcurrido el tiempo de incubación, la reacción de ligación fue utilizada para trasformar 
bacterias E.coli competentes (Jm109, DH5a o Top10) mediante electroporación. Las placas fueron 
suplementadas con kanamicina 100 µg ml−1.  
Se seleccionaron 10 colonias que fueron analizadas mediante colony-PCR (Tabla A.2). 
Asimismo, se realizaron digestiones con BamHI y XbaI–para las cuales existen uno y dos sitios de 
restricción, respectivamente—para corroborar que los productos obtenidos coincidan con los 
esperados para la construcción buscada. 
Aquellas colonias que produjeron resultados positivos en la PCR, fueron utilizadas para 
inocular 10 ml de LB (Tabla A.6) suplementado con kanamicina 100 µg ml−1. Los cultivos fueron 
crecidos durante 16 horas a 37 ºC y 180 rpm. Rutinariamente se incluyó un control de esterilidad.  
Con dichos cultivos se prepararon stocks de bacterias, agregando glicerol al 10 % final como 
criopreservante, que fueron almacenados a −70 ºC. Además, se utilizaron 5 ml para realizar 
minipreps. El plásmido purificado fue cuantificado mediante electroforesis analítica en gel de 
agarosa 1 % y almacenado a −20 ºC. El vector purificado fue utilizado para secuenciar el inserto. 
Transformación de la cepa de expresión con el vector pET9::fxn 
El vector purificado fue utilizado para trasformar bacterias E. coli BL21 (DE3) competentes 
mediante electroporación. Las placas fueron suplementadas con kanamicina 100 µg ml−1. 
Luego de la incubación, se seleccionaron 5 colonias que fueron utilizadas para inocular 5 ml 
de LB suplementado con kanamicina 100 µg ml−1. Los cultivos fueron crecidos durante 16 horas a 
37 ºC, agitados a 180 rpm. Con dichos cultivos se prepararon stocks de bacterias, agregando 
glicerol al 10 % final como criopreservante. Los stocks fueron almacenados a −70 ºC. 
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TABLA A.6. COMPOSICIÓN DE LOS MEDIOS DE CULTIVO UTILIZADOS. 
Medio Composición Observaciones 
Luria-Bertani 
(LB) 
Triptona bacteriológica 1% 
Extracto de levadura 0.5% 
NaCl 1%.  
Se autoclava y es conservado a temperatura ambiente. 
Luria-Bertani 
sólido 
(LB-agar) 
Triptona bacteriológica 1% 
Extracto de levadura 0.5% 
NaCl 1% 
Agar 1.6% 
Se autoclava y es conservado a temperatura ambiente. 
Antes de usar para armar placas, se funde en microondas. 
Medio mínimo 
para marcación 
Goodies 
Sales M9 
NH4Cl 0.1−0.2 % 
Glucosa 0.4 % 
En 223 ml agua se disuelven 250 mg de 15NH4Cl (o 500 mg 
14NH4Cl) y 1 g de 13C-glucosa (o 1 g 12C-glucosa), se 
autoclava y, una vez frío, se agregan 2.5 ml de Goodies 
100X y 25 ml Sales M9 10X. 
Goodies 100X−para preparar 300 ml se disuelven en agua: 
MgSO4·7H2O 33.16 g, CaCl2 0.44 g, FeSO4·7H2O 0.75 g, 
60 ml de stock de sales 500X. Se autoclava y, una vez frío, se 
agregan 20 mg de tiamina. Stock de sales 500X−para 
preparar 1 litro se disuelven en agua: HCl 51.3 ml, MgCl2 
22.9 g, CaCO3 2.0 g, FeSO4·7H2O 4.5 g, MnSO4·7H2O 1.12 g, 
CuSO4·5H2O 250 mg, CoSO4·7H2O 280 mg, H3BO3· H2O 
60 mg, ZnSO4·7H2O 1.4 mg.  
Sales M9 10X−para preparar 1 litro se disuelven en agua: 
KH2PO4 16.5 g, K2HPO4 87.5 g, NaCl 18.25 g. Se autoclava. 
Super Optimal 
broth with 
Catabolite 
repression 
(SOC) 
Triptona bacteriológica 2% 
Extracto de levadura 0.5% 
NaCl 10 mM 
KCl 2.5 mM 
MgCl2 20 mM 
Glucosa 20 mM 
Se mezcla 1 litro de medio SOB con 20 ml de una solución 
de glucosa 20 % filtrada (0.22 µm). 
SOB−para preparar 1 litro se disuelven en agua: 20 g de 
triptona bacteriológica, 5 g de extracto de levadura, 0.58 g 
de NaCl, 0.19 g de KCl. Se autoclava y, una vez frío, se 
agregan 10 ml de una solución de MgCl2 1.0 M filtrada 
(0.22 µm). 
Terrific Broth 
Triptona bacteriológica 1.2% 
Extracto de levadura 2.4% 
Glicerol 0.4% 
Fosfato de potasio 100 mM 
En 900 ml de agua se disuelven 12 g de triptona, 24 g de 
extracto de levadura y 4 ml de glicerol. Se autoclava y, una 
vez frío, se agregan 100 ml de buffer fosfato 10X.  
Buffer fosfato 10X−para preparar 1 litro se disuelven en 
agua: KH2PO4 23.1 g y K2HPO4 125.4 g. Se autoclava. 
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 B. Expresión y Purificación de 
proteínas 
Todo el trabajo presentado en esta tesis fue realizado con preparaciones de proteína 
recombinante. Los experimentos que llevamos a cabo requieren de cantidades importantes de 
proteína, con excelentes niveles de pureza. Por ello fue fundamental contar con protocolos 
eficientes de expresión y purificación. En general, logramos muy buenos rendimientos utilizando 
Escherichia coli como sistema de expresión, sin necesidad de recurrir a estrategias más sofisticadas. 
A continuación, describimos detalladamente los procedimientos que nos permitieron obtener 
cada una de las proteínas con que trabajamos. 
Puesta a punto de la expresión 
Se realizaron ensayos de expresión a pequeña escala de los clones de E. coli BL21 (DE3) 
transformadas con el vector pET9::fxn correspondiente a cada variante. En dichos plásmidos, el 
segmento de ADN codificante para la Frataxina humana (FXN) se encuentra bajo el control 
regulatorio del promotor de la RNA polimerasa del fago T7 (Studier et al., 1986). Por su parte, 
dicha polimerasa está codificada en el ADN genómico (cromosomal) de las bacterias, debajo del 
promotor lac, inducible por lactosa o su análogo no hidrolizable IPTG. 
Se realizaron precultivos de 5 ml en medio LB (Tabla A.6) suplementado con kanamicina 
100 µg ml−1, inoculando con los clones E. coli BL21/pET-9b::fxn aislados (almacenados a −70ºC). 
Los cultivos fueron crecidos durante 16 horas a 37 ºC y 180 rpm. Se utilizó 1 ml de dichos cultivos 
para inocular 15 ml de LB (Tabla A.6) suplementado con kanamicina 100 µg ml−1, que fueron 
incubados 37 ºC y 180 rpm hasta alcanzar una densidad óptica, medida a 600 nm, de ~1.0. En ese 
momento, el cultivo fue suplementado con IPTG 1 mM o lactosa 1 %, y se continuó con las 
condiciones de incubación previamente mencionadas durante 4 horas. 
Se tomaron muestras de 1 ml inmediatamente después de la inducción y una vez por hora 
hasta el final del experimento. Las muestras fueron centrifugadas a 4 000 g durante 2 minutos, el 
sobrenadante fue descartado, y el pellet resuspendido en 100 µl de buffer de siembra 4X (Tris·HCl 
125 mM, SDS 4 %, β-mercaptoetanol 4 %, azul de bromofenol 0.04 %, pH 6.8). Posteriormente, las 
muestras fueron incubadas a 99 ºC durante 10 minutos, y centrifugadas durante 15 minutos a 
21 000 g. El sobrenadante fue sembrado en un SDS-PAGE (ver Apéndice C). En la Figura B.1 se 
muestra, a modo de ejemplo, el resultado del ensayo de expresión de la variante FXN56-210. 
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Figura B.1. Ensayo de expresión de FXN56-210. Los cultivos fueron crecidos hasta alcanzar 
una densidad óptica de ~1.0 (600 nm). La expresión fue inducida mediante el agregado de 
IPTG 1 mM o lactosa 1 %. Las muestras fueron lisadas en buffer de siembra y resueltas en un 
SDS-PAGE. El gel fue revelado con Coomassie Blue G-250. 
Producción de las variantes de FXN 
Para la expresión se utilizó el clon que presentó un mejor perfil de expresión en los ensayos 
correspondientes. Se realizó un cultivo (precultivo) en medio LB (Tabla A.6) suplementado con 
kanamicina 100 µg ml−1, que fue crecido durante 16 horas a 37 ºC, a 180 rpm. La expresión fue 
realizada en medio Terrific Broth (Tabla A.6) suplementado con kanamicina 100 µg ml−1. Se 
utilizaron erlenmeyers de 2 litros, con 1 litro de medio cada uno, los cuales fueron inoculados con 
50 ml del precultivo saturado. El cultivo fue crecido a 37 ºC, a 180 rpm, hasta alcanzar una medida 
de densidad óptica a 600 nm de ~1.0. En ese momento la expresión fue inducida suplementando 
el medio con lactosa 1 %—con la que se habían observado muy buenos niveles expresión en los 
ensayos previos—y se continuó el cultivo en idénticas condiciones durante 4 horas. 
Seguidamente, el cultivo fue centrifugado por 15 minutos a 4 000 g y 4 ºC. El sobrenadante fue 
descartado y el pellet bacteriano fue conservado a −20 ºC hasta la purificación de la proteína. 
Recuperación y purificación de las variantes de FXN 
El pellet bacteriano obtenido en la expresión de las proteínas fue resuspendido en 25 ml de 
buffer Tris·HCl 20 mM, pH 7.0, y posteriormente lisado mediante tres pasadas por French Press 
(1 000 psi, 4 ºC), o siete ciclos de 30 segundos de sonicado con pausas de 1 minuto entre ciclos en 
sonicador de punta en potencia media. La muestra fue mantenida permanentemente en hielo. El 
lisado obtenido fue centrifugado a 12 000 g durante 30 minutos a 4 ºC, se separó la fracción soluble 
de la insoluble, y se verificó la composición de ambas fases mediante SDS-PAGE para definir los 
siguientes pasos de la purificación.  
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Purificación de la variante FXN56-210 
Mediante SDS-PAGE se verificó que FXN56-210 permanece mayoritariamente en la fracción 
soluble tras la expresión y la ruptura celular. Inmediatamente después de separar la fracción 
soluble de la insoluble se realizó una primera cromatografía, de carácter negativo, sobre la fracción 
soluble, utilizando 20 ml de resina de intercambio de aniones dietilaminoetil celulosa (DEAE) 
DE52 equilibrada con buffer Tris·HCl 20 mM, pH 7.0. La fracción no retenida, que queda libre de 
la mayor parte de las proteínas de la fracción soluble del lisado bacteriano, fue recolectada y 
suplementada con EDTA 15 mM. Luego de lavar la resina con 50 ml de buffer, se eluyó con 100 ml 
de buffer Tris·HCl 20 mM, NaCl en un gradiente lineal de 0 a 1 M, pH 7.0. Observamos una 
población que eluye a baja fuerza iónica (NaCl 50 a 250 mM) y otra a alta fuerza iónica (NaCl 250 
a 600 mM). Ambas fracciones fueron suplementadas con EDTA 15 mM. El análisis posterior 
mediante exclusión molecular analítica de estas fracciones (ver Capítulo 2) indicó que se trataba 
de proteína en estado monomérico y multimérico, respectivamente. Según se constata tras 
analizar los resultados de la purificación, en este paso cromatográfico toda la proteína 
monomérica presente en el lisado bacteriano—aproximadamente el 20 % de la proteína total 
obtenida—queda retenida, en tanto que la mayor parte de aquella presente como un oligómero 
del alto peso molecular sale con la fracción no retenida. 
A la fracción que eluye con baja fuerza iónica en el primer paso cromatográfico, se le realiza 
una cromatografía de exclusión molecular utilizando una columna Sephadex G-100 (Pharmacia) 
preparativa (93 × 2.7 cm, ~530 cm3), equilibrada con buffer Tris·HCl 20 mM, NaCl 100 mM, EDTA 
1 mM, pH 7.0. Se colectaron fracciones de 3 ml y se analizó mediante espectros de absorción UV 
(240−340 nm) y SDS-PAGE en qué fracciones eluyó la proteína sembrada, y con qué concentración 
y grado de pureza. La proteína mayoritaria eluyó con un volumen compatible con el de un 
monómero de FXN56-210 (~17 kDa), con una pureza del 99 %. Las alícuotas con mayor pureza y 
concentración de proteína fueron mezcladas, y filtradas (0.22 µm). En este caso, la purificación 
tuvo un rendimiento de ~50 mg de proteína monomérica por litro de cultivo. Si bien dicha fracción 
sufre proteólisis espontánea, observamos que permanece inalterada durante varios días a 4 °C en 
buffer Tris·HCl 20 mM, NaCl 100 mM, EDTA 1 mM, pH 7.0. 
La fracción no retenida del primer paso cromatográfico, suplementada con EDTA, fue 
sometida a una segunda cromatografía de intercambio iónico utilizando 20 ml de resina DEAE 
DE52 equilibrada con buffer Tris·HCl 20 mM, EDTA 1 mM, pH 8.0. La proteína fue llevada a pH 
8.0 mediante el agregado de suficiente volumen de buffer Tris·HCl 1.0 M, pH ~11. En este caso la 
unión de la proteína a la matriz se vio favorecida con respecto a la primera cromatografía por la 
carga más negativa que adquiere la proteína (−3.6 a pH 8.0 contra −2.3 a pH 7.0) y por la ausencia 
de hierro unido a la misma que aumenta la carga. Luego de lavar la resina con 50 ml de buffer, las 
proteínas retenidas fueron eluidas con 100 ml de buffer Tris·HCl 20 mM, EDTA 1 mM, NaCl en un 
gradiente lineal de 0 a 1 M, pH 8.0. Se verificó mediante SDS-PAGE en qué fracciones eluyó la 
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proteína. Las fracciones que contenían FXN fueron mezcladas y tratadas con DNAsaI 30 µg ml−1 
(más MgCl2 10 mM), durante 1 hora, en hielo. 
La purificación de la fracción multimérica se completó mediante cromatografía de exclusión 
molecular, utilizando una columna Sephadex G-100 (Pharmacia) preparativa (93 × 2.7 cm, 
~530 cm3), equilibrada con buffer Tris·HCl 20 mM, NaCl 100 mM, EDTA 1 mM, pH 7.0. Se 
colectaron fracciones de 3 ml y se analizó mediante espectros de absorción UV (240−340 nm) y 
SDS-PAGE en qué fracciones eluyó la proteína sembrada, y con qué concentración y grado de 
pureza. La proteína mayoritaria eluyó con el Vo, indicando que se trata de un oligómero de alto 
peso molecular, de mayor tamaño que el que permite fraccionar la resina utilizada (150 kDa). El 
tratamiento con DNAsaI de la muestra antes de sembrar, garantiza que no se obtenga ADN en el 
Vo de la cromatografía. Se obtuvo la forma multimérica de FXN56-210, con una pureza del 95 %. 
En este caso, la purificación tuvo un rendimiento de ~300 mg de proteína multimérica por litro de 
cultivo. La proteína se pasó por un filtro de 0.22 µm y se conservó a 4 o −20 °C hasta su uso.  
En ambos casos, las proteínas purificadas fueron analizadas mediante espectrometría de 
masas, obteniéndose el valor esperado para el peso molecular de un monómero FXN56-210 (Tabla 
C.1). Observamos que esta variante, a diferencia de las variantes de longitud completa (ver más 
adelante), pierde la metionina inicial al ser expresada en E. coli. 
Purificación de la variante silvestre y las mutantes puntuales 
Mediante SDS-PAGE se verificó que, tras la expresión y la ruptura celular, todas las variantes 
de longitud completa—FXN90-210 (silvestre), FXN L198R, FXN L198A, FXN L198C, FXN L200A, 
FXN L200C, FXN L203A y FXN L203C—permanecen mayoritariamente en la fracción soluble.  
A la fracción soluble, suplementada con EDTA 10 mM, se le realizó una cromatografía de 
intercambio iónico utilizando 20 ml de DEAE DE52 equilibrada con buffer Tris·HCl 20 mM, EDTA 
1 mM, pH 7.0. Luego de lavar la resina con 50 ml de buffer, se eluyó con 100 ml de buffer Tris·HCl 
20 mM, EDTA 1 mM, NaCl en un gradiente lineal de 0 a 1 M, pH 7.0. Se verificó mediante 
SDS-PAGE en qué fracciones eluyó la proteína. Toda la proteína de interés eluye entre 125 y 
375 mM de NaCl. Se juntaron las fracciones que contenían FXN. 
La purificación se completó mediante cromatografía de exclusión molecular utilizando una 
columna Sephadex G-100 (Pharmacia) preparativa (93 × 2.7 cm, ~530 cm3), equilibrada con buffer 
Tris·HCl 20 mM, NaCl 100 mM, EDTA 1 mM, pH 7.0. Se colectaron fracciones de 3 ml y se analizó 
mediante espectros de absorción UV (240−340 nm) y SDS-PAGE en qué fracciones eluyó la 
proteína sembrada, y con qué concentración y grado de pureza. La proteína mayoritaria eluyó con 
un volumen compatible con el de un monómero de FXN90-210 (~14 kDa), con una pureza del 
99 %. Las alícuotas con mayor pureza y concentración de proteína fueron mezcladas, filtradas 
(0.22 µm) y conservadas a −20 °C hasta su utilización. La purificación de las variantes de longitud 
completa tuvo un rendimiento de hasta 500 mg de proteína por litro de cultivo. 
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Las proteínas purificadas fueron analizadas mediante espectrometría de masas, obteniéndose 
el valor esperado para el peso molecular de los monómeros correspondientes (Tabla C.1). 
Observamos que todas las variantes de longitud completa, a diferencia de la variante FXN56-210, 
conservan a metionina inicial al ser expresadas en E. coli. 
Purificación de la variante FXN90-195 
Mediante SDS-PAGE se verificó que, tras la expresión y la ruptura celular, la FXN90-195 
permanece mayoritariamente en la fracción insoluble, y requirió ser recuperada de cuerpos de 
inclusión.  
La fracción insoluble fue tratada con lisozima y DNAsaI, y luego se solubilizó la proteína con 
urea. Para ello se realizaron las siguientes incubaciones de manera consecutiva: 
(1) 25 ml de lisozima 50 µg ml−1 en Tris·HCl 20 mM, EDTA 1 mM, pH 7.0. 
(2) 25 ml de DNAsaI 50 µg ml−1 en Tris·HCl 20 mM, MgCl2 10 mM, pH 7.0. 
(3) 30 ml de agua. 
(4) 20 ml de urea 3.0 M. 
(5) 20 ml de urea 3.0 M. 
(6) 30 ml de urea 3.0 M. 
En cada uno de los lavados el pellet resultante del lavado anterior fue vigorosamente 
resuspendido en la solución correspondiente, y la suspensión incubada durante 20 minutos a 
temperatura ambiente, homogenizando la mezcla frecuentemente. Finalizada la incubación, la 
muestra fue centrifugada durante 20 minutos a 12 000 g a 4 °C. Tras los pasos (1), (2) y (3), el 
sobrenadante fue descartado. Los sobrenadantes obtenidos tras los pasos (4), (5) y (6)—lavados 
con urea 3 M—fueron dializados inmediatamente contra 2 litros de buffer Tris·HCl 20 mM, EDTA 
1 mM, pH 7.0, durante 16 horas a 4 °C, para replegar la proteína. 
La purificación de la variante FXN90-195 prosiguió de forma idéntica a la de las variantes de 
longitud completa, tal como se describe más arriba. Tras la cromatografía de exclusión molecular, 
la proteína mayoritaria eluyó con un volumen compatible con el de un monómero de FXN90-195 
(~12 kDa), con una pureza del 99 %. Las alícuotas con mayor pureza y concentración de proteína 
fueron mezcladas, filtradas con una membrana de 0.22 µm y conservadas a −20 °C hasta su uso. 
La purificación tuvo un rendimiento de ~100 mg de proteína por litro de cultivo. 
La proteína purificada fue analizada mediante espectrometría de masas, obteniéndose el 
valor esperado para el peso molecular de un monómero de FXN90-195 (Tabla C.1). 
Producción de las proteínas marcadas con 15N para experimentos de RMN 
Las variantes FXN90-210, FXN90-195 y FXN L198R fueron preparadas con 15N para realizar 
experimentos de resonancia magnética nuclear. Las proteínas fueron expresadas en E. coli, en 
medio mínimo M9, suplementado con 15N-NH4Cl (Cambridge Isotope Laboratories). Se realizó un 
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cultivo (precultivo) en medio M9 (Tabla A.6) suplementado con kanamicina 50 µg ml−1, que fue 
crecido durante 16 horas a 37 ºC, a 180 rpm. La expresión se realizó en medio M9 suplementado 
con kanamicina 50 µg ml−1. Se utilizó un erlenmeyer de 2 litros con bafles, conteniendo 500 ml de 
medio que fue inoculado con 25 ml del precultivo saturado. El cultivo fue crecido a 37 ºC, en 
agitación (180 rpm), hasta alcanzar una medida de densidad óptica a 600 nm de ~0.8. En ese 
momento se indujo la expresión, suplementando el medio con IPTG 1 mM; si bien se observaron 
buenos niveles de expresión para todas las variantes al inducir con lactosa, en este caso se prefirió 
el IPTG para maximizar la producción de proteína. El cultivo continuó en idénticas condiciones 
durante 4 horas. Seguidamente, el cultivo fue centrifugado durante 20 minutos a 4 000 g, a 4 ºC. 
El sobrenadante fue descartado, y el pellet bacteriano conservado a −20 ºC.  
Cada variante fue purificada como se describe más arriba, obteniéndose un rendimiento de 
~50 mg por litro de cultivo, con una pureza del 99 %. 
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 C. Caracterización general de 
las proteínas 
Electroforesis de geles de poliacrilamida 
Se utilizó electroforesis en geles de poliacrilamida con SDS (SDS-PAGE) para visualizar 
proteínas, y estimar su peso molecular y grado de pureza. Los geles se prepararon sobre placas 
de vidrio, a partir de una solución stock de acrilamida 48.5 % y N',N'-bis-metilenacrilamida 1.5 % 
(T 50 %, C 3 %). La densidad fue de 4 % para el gel stacking, y de 10 o 16 % para el running. El 
grado de entrecruzamiento en todos los casos fue del 3 %. La polimerización se logró mediante el 
agregado de tetrametiletilenamina (TEMED) 0.15 % y persulfato de amino (APS) 0.1 %. Se 
utilizaron geles con un largo total de 6.7 cm y un grosor de 0.75 mm.  
Comúnmente, se utilizó el método de buffers discontinuos de Laemmli (Laemmli, 1970). El gel 
stacking fue preparado en buffer Tris·HCl 130 mM, SDS 0.1 %, pH 6.8. El gel running fue preparado 
en buffer Tris·HCl 400 mM, SDS 0.1 %, glicerol 10 %, pH 8.8. El buffer de corrida fue Tris·HCl 
25 mM, glicina 192 mM, SDS 0.1 %, pH 8.3. 
Alternativamente, en ocasiones se utilizó el método de Schägger y von Jagow (Schagger, 2006; 
Schägger et al., 1987). El gel stacking fue preparado en buffer Tris·HCl 750 mM, SDS 0.75 %, pH 
8.45. El gel running fue preparado en buffer Tris·HCl 1.0 M, SDS 0.1 %, glicerol 10 %, pH 8.45. Los 
buffers de corrida fueron Tris-base 100 mM, tricina 100 mM, SDS 0.1 %, pH ~8.25. (cátodo), y 
Tris-base 200 mM, pH 8.9 (ánodo). 
Las muestras a analizar fueron diluídas con buffer de siembra 4X (Tris·HCl 200 mM, SDS 8 %, 
glicerol 40 %, EDTA 40 mM, azul de bromofenol 0.01 %, pH 6.8). Cuando se requirió trabajar en 
condiciones reductoras, adicionó β-mercaptoetanol 4 % y se calentó la muestra a 99 ºC durante 
10 minutos. 
Los geles fueron montados en una cuba electroforéctica (Mini-PROTEAN, Bio-Rad), junto con 
el buffer de corrida. Las muestras fueron cuidadosamente sembradas en el gel, junto con un 
marcador de peso molecular. En cada calle fueron sembrados entre 5 y 25 µl de muestra. La 
electroforesis fue realizada con corriente constante de 25 mA para un gel y 50 mA cuando dos 
geles fueron corridos en simultáneo, hasta que el frente de corrida (azul de bromofenol) alcanzó 
el borde inferior del gel. 
Los geles fueron teñidos con Coomassie Brilliant Blue R250 0.3 % (en solución acuosa de etanol 
30 %, ácido acético 10 %) durante 30 minutos, y desteñidos con solución acuosa de etanol 30 %, 
ácido acético 10 %. Alternativamente, se utilizó Coomassie Brilliant Blue G250 0.08 % (en ácido 
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fosfórico 1.6 %, (NH)2SO4 8 % y etanol 20 %) durante al menos 12 horas; en este caso los geles 
fueron desteñidos con agua. Los geles fueron conservados en etanol 20 % y secados en los casos 
en que se consideró conveniente su conservación mediante el método de Wallevik et al. (1982). * 
Espectrometría de masas 
La espectrometría de masas permite analizar la masa de las especies presentes en una solución 
con gran sensibilidad, precisión y exactitud. El análisis de masa de las moléculas fue realizado en 
el Laboratorio Nacional de Investigación y Servicios en Péptidos y Proteínas (UBA-CONICET). 
Las proteínas fueron analizadas mediante RP-HPLC acoplado a un espectrómetro de masas de 
ionización por electroespray, o bien mediante MALDI-TOF. 
Se utilizó esta técnica rutinariamente para verificar la identidad de las proteínas 
recombinantes tras su purificación, y como control de integridad y pureza. También empleamos 
espectrometría de masas para identificar los productos obtenidos tras los experimentos de 
proteólisis limitada. 
Proteólisis limitada 
Para analizar la flexibilidad y plasticidad de la cadena principal de las variantes, se realizaron 
experimentos de proteólisis controlada con tripsina o quimotripsina (Park et al., 2004; Park et al., 
2007). A partir de estos experimentos es posible inferir, en función del grado de accesibilidad de 
las proteasas, ciertas características conformacionales, como la existencia de segmentos móviles o 
parcialmente plegados, y la identificación de dominios estables. 
Se prepararon soluciones de las variantes de FXN en concentración 1.0 mg ml−1, en buffer 
Tris·HCl 20 mM, NaCl 100 mM, EDTA 1 mM, pH 7.0, con tripsina o quimotripsina. Fue necesario 
encontrar las mejores condiciones de reacción, en función de la variante en estudio y el tipo de 
experimento. Para la puesta a punto, se ensayaron diferentes relaciones proteasa:proteína (1:50, 
1:100, 1:150 y 1:200 en masa), diferentes temperaturas de reacción (4, 20, 25 y 55 ºC), y diferentes 
tiempos de incubación (30 segundos a 24 horas). 
En el caso de la variante truncada C-terminal FXN90-195 se trabajó con quimotripsina en 
relación 1:200, a 25 °C. Se realizaron ensayos con la variante silvestre en idénticas condiciones. Se 
prefirió la quimotripsina frente a la tripsina debido a que permitió recuperar fragmentos 
analizables de esta variante, así como también detectar un sitio de corte en la variante silvestre. Se 
separaron muestras a diferentes tiempos, y la reacción fue detenida mediante el agregado de 
                                                      
Abreviaciones utilizadas en este apartado 
FXN: Frataxina humana 
PM: peso molecular 
Rh: redio hidrodinámico 
SEC: exclusión molecular analítica 
VE: volumen de elución 
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PMSF 1 mM. Las muestras fueron conservadas a −80 °C para su posterior análisis mediante 
SDS-PAGE y RP-HPLC. Los experimentos de RP-HPLC fueron realizados con una columna C18 
equilibrada en TFA 0.05 %. Las muestras de los experimentos de proteólisis fueron diluídas a 1 ml 
con a TFA 0.05 % antes de ser inyectadas en el sistema de HPLC. Luego de la siembra, los 
fragmentos retenidos fueron eluídos con un gradiente de acetonitrilo de 0 a 100 %. Los picos 
observados durante las corridas de RP-HPLC fueron recuperados para su posterior análisis 
mediante espectrometría de masas. 
En el caso de las variantes de longitud completa—FXN90-210 (silvestre), FXN L198R, 
FXN L198A, FXN L198C, FXN L200A, FXN L200C, FXN L203A y FXN L203C—se trabajó con 
quimotripsina en relación 1:100, a 25 °C. Por su parte, para estudiar la variante extendida 
N-terminal FXN56-210, se trabajó con tripsina en relación 1:100 en masa, a 25 °C. Se realizaron 
ensayos con la variante silvestre en idénticas condiciones. Se separaron muestras a diferentes 
tiempos, y la reacción fue detenida mediante el agregado de PMSF 1 mM. Las muestras fueron 
conservadas a −80 °C para su posterior análisis mediante SDS-PAGE y espectrometría de masas. 
También se realizaron experimentos de exclusión molecular analítica; para ello, las alícuotas 
tomadas a diferentes tiempos fueron inyectadas directamente en el sistema. 
Ultracentrifugación analítica 
Los experimentos de ultracentrifugación analítica fueron realizados en una ultracentrífuga 
analítica Beckman Coulter XL-I. Los experimentos de velocidad de sedimentación fueron realizados 
a 20 ºC, en buffer Tris·HCl 10 mM, NaCl 100 mM, pH 7.0, a una velocidad de 42 000 rpm, con un 
rotor 8-hole ANTi-50. Se emplearon celdas equipadas con ventanas de zafiro de paso 3 y 12 mm, 
que fueron cargadas, respectivamente, con 100 y 400 µl de muestra o de solvente de referencia. 
Los perfiles de velocidad de sedimentación fueron adquiridos durante la noche, a intervalos de 
13 minutos para cada celda. 
La sedimentación depende de los coeficientes de sedimentación (s) y de difusión (Dt) de las 
proteínas en solución, y de sus interacciones. La ecuación de Lamm expresa la evolución 
espaciotemporal de la concentración (c) de un soluto homogéneo como función de s y Dt: 
 ∂c
∂t
= − 1
r
∂
∂r
r c s ω2 r − Dt ∂c∂r  , Ecuación C.1 
donde t indica el tiempo, r la distancia al eje de rotación y la ω velocidad angular. Los valores de 
s y Dt a dilución infinita, fueron derivados de aproximaciones lineales. 
Para una molécula ideal, homogénea y no interactuante, s y Dt están relacionadas con el peso 
molecular (PM), el volumen parcial específico ν  y el radio hidrodinámico Rh , así como también 
con la densidad ρ  y la viscosidad del solvente (η). La densidad y viscosidad del buffer, que son 
necesarias para el análisis, fueron calculadas con el programa SEDNTERP (Laue et al., 1992). 
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Asumiendo dilución infinita de la solución—lo que implica asumir que s = s0 y Dt = Dt0—el 
valor de Rh se obtiene mediante la ecuación de Stokes-Einstein (Einstein, 1905): 
 
Rh =  kBT6π η Dt  , Ecuación C.2 
donde kB es la constante de Boltzmann y T es la temperatura absoluta. Por su parte, el valor de 
PM se obtiene mediante la ecuación de Svedberg (Svedberg et al., 1940): 
 
PM =  kBT NA	s
Dt 1 − ρ ν 		, Ecuación C.3 
donde NA es el número de Avogadro. La relación friccional (f/fmin)—el cociente entre el coeficiente 
friccional de una molécula y el coeficiente friccional de una esfera compacta de igual masa y 
densidad—vincula el valor de Rh con el radio teórico mínimo Rmin , que correspondería a una 
partícula anhidra: 
 Rh =  f/fmin	×	Rmin Ecuación C.4 
En condiciones de equilibrio, los perfiles de sedimentación, c(r), para una macromolécula 
ideal, homogénea y no interactuante, se relacionan con PM según: 
 
 c r = c(r0) ePM ω2 1&ρ ν2 kBT NA r2 − r02  Ecuación C.5 
donde r0 es una posición de referencias elegida arbitrariamente.  
Los efectos de no idealidad de las muestras afectan los valores de s y de Dt. Para estudiar 
dichos efectos, se realizaron ensayos a varias concentraciones de proteína (0.25, 0.50 y 10 mg ml−1). 
La sedimentación y difusión a dilución infinita, s0 y Dt0, se derivan de las aproximaciones: 
 
 s = s0
1 + ksc 							y							Dt = Dt01 + kDc  Ecuación C.6 
donde ks y kD son las dependencias de s y Dt con la concentración. 
Para soluciones no ideales, el peso molecular aparente PMapp  obtenido mediante 
sedimentación en equilibrio se relaciona con PM mediante el segundo coeficiente virial A2 : 
 1
PMapp
= 1 + 2 A2 PM c
PM
 Ecuación C.7 
Los valores de A2 y de ks están relacionados con la termodinámica y la hidrodinámica de la 
no-idealidad, respectivamente. A2 y ks poseen valores positivos cuando las interacciones 
interpartícula son globalmente repulsivas, y valores negativos cuando dichas interacciones son 
globalmente atractivas. El valor de kD depende de A2 y ks según: 
 kD ≈ 2 A2 PM − ks Ecuación C.8 
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En el caso de esferas rígidas no-interactuantes, el término 2 A2 PM de la Ecuación C.7 está 
relacionado con el volumen específico (Vs) y con Rh según (Tanford, 1961): 
 
2 A2 PM = 8Vs = 32	NA3π Rh3 Ecuación C.9 
Análisis de c(s) 
El análisis de c(s) determina una distribución continua de los coeficientes de sedimentación, 
que fue utilizada para el análisis de los experimentos de velocidad de sedimentación, en conjunto 
con el modelo de especies no-interactuantes del programa SEDFIT (Schuck, 2000), que utiliza una 
solución numérica de la ecuación de Lamm (Ecuación C.1), y considera el ruido sistemático de los 
datos experimentales. Se combinaron las soluciones de la ecuación de Lamm para un gran número 
de especies discretas no interactuantes con una regularización de máxima entropía, para 
representar una distribución continua de tamaños (Schuck, 2000). El método de c(s) 
deconvoluciona el efecto del ensanchamiento por difusión, generando distribuciones de alta 
resolución de los coeficientes de sedimentación. Para ello, se asume una relación entre los 
coeficientes de sedimentación y de difusión, mediante valores razonables de ν,  f/fmin, ρ y η.  Un 
valor de f/fmin de 1.25 corresponde a una partícula globular hidratada. La superposición de las 
distribuciones de c(s) obtenidas a diferentes concentraciones da una indicación de la 
homogeneidad de la muestra y de las interacciones entre especies. Típicamente, la ecuación de 
Lamm fue simulada para 300 partículas en los rangos 0.4 – 15.0 S y 0.4 – 4.0 S, con ν = 0.7334 y 
0.7332 ml g−1 para FXN90-195 y FXN90-210, respectivamente, y f/fmin = 1.25. Las distribuciones de 
c(s) fueron calculadas con un nivel de confianza de 0.95, mediante un procedimiento de 
regularización.  
Exclusión molecular analítica 
Los experimentos fueron realizados utilizando una columna de exclusión molecular 
Superose 12 o Superdex S–200 HR 10/30 (Pharmacia) acoplada a una bomba de HPLC (SEC), un 
inyector de HPLC con una cámara de inyección de 100 o 200 µl, y un detector UV de longitud de 
onda fija (Gilson 115 UV-detector) midiendo a 280 nm. Los datos fueron recolectados utilizando el 
programa Astra en una computadora conectada al detector. 
La columna fue calibrada periódicamente inyectando una mezcla comercial de proteínas 
globulares de peso molecular (PM) conocido (Bio Rad): tiroglobulina (670 kDa), γ-globulina bovina 
(150 kDa), ovoalbúmina de gallina (44 kDa) y mioglobina equina (17 kDa), que además contiene 
vitamina B12 (1.35 kDa). Se calculó el radio hidrodinámico (Rh) de dichas proteínas mediante la 
relación empírica log Rh = 0.369 log PM − 0.254 (Uversky, 1993). Se halló la recta que mejor 
ajusta a los datos de volumen de elución en función del valor de log Rh  calculado (Figura C.1B), 
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y se la utilizó para estimar el valor de Rh de las proteínas estudiadas a partir del volumen en que 
eluyen de la columna. 
 
Figura C.1. Marcadores de peso molecular. (A) Se corrió una mezcla comercial (BIO-RAD) de 
proteínas globulares de peso molecular conocido: tiroglobulina (670 kDa), γ-globulina bovina 
(150 kDa), ovoalbúmina de gallina (44 kDa) y mioglobina equina (17 kDa), incluyendo además 
vitamina B12 (1 350 Da). (B) A partir de los pesos moleculares de los marcadores se estimó su 
Rh utilizando la relación log Rh = 0.369 log PM − 0.254 (Uversky, 1993), y se construyó una 
recta de calibración de log Rh  vs. VE. A partir de allí puede calcularse el valor de Rh de una 
proteína conociendo su volumen de elución. Se utilizó una columna Superose 12 (Pharmacia), 
equilibrada con buffer Tris·HCl 20 mM, NaCl 100 mM, EDTA 1 mM, pH 7.0, a temperatura 
ambiente y con un flujo de 0.3 ml min−1. La elución de las proteínas fue seguida por absorbancia 
a 280 nm. 
Las corridas fueron realizadas en buffer Tris·HCl 20 mM, NaCl 100 mM, EDTA 1 mM, pH 7.0 
(excepto que se indique otra condición), a temperatura ambiente y con un flujo de 0.3 ml min−1. 
En todos los casos, las muestras fueron centrifugadas durante 15 a 21 000 g minutos, a 4 °C, antes 
de ser inyectadas en el sistema. Se utilizó una concentración de proteína de 1 mg ml−1. 
Para los experimentos de desplegado en equilibrio seguido por el cambio en el valor de Rh, 
el buffer de corrida fue suplementado con distintas concentraciones de GdmCl (0 a 4.0 M). En este 
caso, el flujo utilizado fue reducido en función de la composición del buffer, a fin de compensar el 
incremento de la presión de la columna producido por el aumento en la concentración de sales.  
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Dispersión de luz 
Los experimentos de dispersión de luz fueron realizados en modo continuo (acoplado a una 
columna de exclusión molecular) o en cubeta (sin separación cromatográfica previa de los 
componentes). Los experimentos en modo continuo fueron realizados en un equipo de dispersión 
de luz MiniDAWN Tristar en línea con un autocorrelacionador WyattQELS (ambos equipos de 
Wyatt Technology), acoplado al sistema de exclusión molecular analítica antes descripto en este 
apartado (Figura C.2), utilizando las mismas especificaciones en cuanto a la muestra y su 
tratamiento previo que para dichos experimentos. 
 
Figura C.2. Disposición de los módulos de dispersión de luz, acoplados al sistema de 
exclusión molecular analítica. La muestra previamente centrifugada es cargada en un loop de 
100 o 200 µl. Cuando se la inyecta en el circuito, es arrastrada por el buffer de corrida que es 
bombeado con un flujo de 0.3 ml min−1 hasta una columna de exclusión molecular. El volumen 
eluído de la columna pasa por el equipo de dispersión de luz, provisto con tres detectores a 
diferentes ángulos y conectado a un módulo dinámico (correlacionador) a través de una fibra 
óptica, y por un detector de absorción de luz UV midiendo a 280 nm de longitud de onda. 
Todos los datos recolectados por los detectores y los cálculos realizados por el correlacionador 
son trasferidos a una computadora donde son procesados mediante el software ASTRA. 
Esquema modificado del manual del equipo miniDAWN Tristar (Wyatt Technology). 
El equipo de dispersión de luz hace incidir un haz de laser de 685 nm de longitud de onda 
sobre la muestra que se halla en una celda de cuarzo de 30 µl, de la cual únicamente 1 µl es el 
volumen iluminado que ven los detectores. El equipo cuenta con tres detectores posicionados a 
42º, 90º y 139º. A partir de los datos obtenidos de los tres detectores de dispersión y del detector 
de absorción UV es posible calcular el peso molecular de las distintas especies que eluyen de la 
columna (dispersión estática).  
Por otro lado, los datos colectados por el detector posicionado a 90º son transmitidos a través 
de una fibra óptica al autocorrelacionador, que calcula en tiempo real las funciones de 
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autocorrelación que describen las fluctuaciones de la dispersión. De los datos de dispersión 
dinámica se obtiene el coeficiente difusional (dispersión dinámica), a partir del cual se calcula de 
Rh mediante la ecuación de Stocks-Einstein (Ecuación C.2). 
Los experimentos en cubeta fueron realizados en un equipo DynaPro NanoStar (Wyatt 
Technology). Se utilizó una concentración de proteína de 1 mg ml−1, en buffer Tris·HCl 20 mM, NaCl 
100 mM, EDTA 1 mM, pH 7.0, a 25 °C. Las muestras fueron pasadas por un filtro de 0.22 µm y 
centrifugadas durante 20 minutos a 21 000 g a 4 °C inmediatamente antes de la medición. Para 
determinar la distribución de tamaños en la solución, se utilizó un modelo de esferas isotrópicas. 
El índice de polidispersidad (Pd), que da cuenta de la heterogeneidad en los tamaños de las 
moléculas en la solución, se calcula como el cociente entre el peso molecular promedio masa 
pesado Mw = NiMi2NiMi  y el peso molecular promedio número pesado Mn = NiMiNi . 
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TABLA C.1. PARÁMETROS DE LAS VARIANTES DE FXN, OBTENIDOS A PARTIR DE LA SECUENCIA. 
Variante Residuos* Masa
†  
(Da) pI 
† ε280nm 
§ 
(M–1 cm–1) 
Abs § 
1 mg ml−1 Secuencia
* 
FXN90-210 
silvestre 122 13 605 4.62 26 930 1.979 
MLDETTYERLAEETLDSLAEFFEDLADKPYTFEDY
DVSFGSGVLTVKLGGDLGTYVINKQTPNKQIWLSS
PSSGPKRYDWTGKNWVYSHDGVSLHELLAAELTKA
LKTKLDLSSLAYSGKDA 
FXN56-210 155 17 255 5.59 33 920 1.966 
××SSNQRGLNQIWNVKKQSVYLMNLRKSGTLGHPG
SLDETTYERLAEETLDSLAEFFEDLADKPYTFEDY
DVSFGSGVLTVKLGGDLGTYVINKQTPNKQIWLSS
PSSGPKRYDWTGKNWVYSHDGVSLHELLAAELTKA
LKTKLDLSSLAYSGKDA 
FXN56-81 26 3 093 11.17 6 990 2.260 ××SSNQRGLNQIWNVKKQSVYLMNLRKS 
FXN45-210 167 20 750 6.54 33 920 1.635 
×××××MGSSHHHHHHSSGLVPRGSHMDIDATCTPR
RASSNQRGLNQIWNVKKQSVYLMNLRKSGTLGHPG
SLDETTYERLAEETLDSLAEFFEDLADKPYTFEDY
DVSFGSGVLTVKLGGDLGTYVINKQTPNKQIWLSS
PSSGPKRYDWTGKNWVYSHDGVSLHELLAAELTKA
LKTKLDLSSLAYSGKDA 
FXN90-195 107 12 054 4.57 25 440 2.110 
MLDETTYERLAEETLDSLAEFFEDLADKPYTFEDY
DVSFGSGVLTVKLGGDLGTYVINKQTPNKQIWLSS
PSSGPKRYDWTGKNWVYSHDGVSLHELLAAELTKA
LK--------------- 
FXN L198R 122 13 648 4.72 26 930 1.973 
MLDETTYERLAEETLDSLAEFFEDLADKPYTFEDY
DVSFGSGVLTVKLGGDLGTYVINKQTPNKQIWLSS
PSSGPKRYDWTGKNWVYSHDGVSLHELLAAELTKA
LKTKRDLSSLAYSGKDA 
FXN L198A 122 13 563 4.62 26 930 1.986 
MLDETTYERLAEETLDSLAEFFEDLADKPYTFEDY
DVSFGSGVLTVKLGGDLGTYVINKQTPNKQIWLSS
PSSGPKRYDWTGKNWVYSHDGVSLHELLAAELTKA
LKTKADLSSLAYSGKDA 
FXN L198C 122 13 595 4.62 26 930 1.981 
MLDETTYERLAEETLDSLAEFFEDLADKPYTFEDY
DVSFGSGVLTVKLGGDLGTYVINKQTPNKQIWLSS
PSSGPKRYDWTGKNWVYSHDGVSLHELLAAELTKA
LKTKCDLSSLAYSGKDA 
FXN L200A 122 13 563 4.62 26 930 1.986 
MLDETTYERLAEETLDSLAEFFEDLADKPYTFEDY
DVSFGSGVLTVKLGGDLGTYVINKQTPNKQIWLSS
PSSGPKRYDWTGKNWVYSHDGVSLHELLAAELTKA
LKTKLDASSLAYSGKDA 
FXN L200C 122 13 595 4.62 26 930 1.981 
MLDETTYERLAEETLDSLAEFFEDLADKPYTFEDY
DVSFGSGVLTVKLGGDLGTYVINKQTPNKQIWLSS
PSSGPKRYDWTGKNWVYSHDGVSLHELLAAELTKA
LKTKLDCSSLAYSGKDA 
FXN L203A 122 13 563 4.62 26 930 1.986 
MLDETTYERLAEETLDSLAEFFEDLADKPYTFEDY
DVSFGSGVLTVKLGGDLGTYVINKQTPNKQIWLSS
PSSGPKRYDWTGKNWVYSHDGVSLHELLAAELTKA
LKTKLDLSSAAYSGKDA 
FXN L203C 122 13 595 4.62 26 930 1.981 
MLDETTYERLAEETLDSLAEFFEDLADKPYTFEDY
DVSFGSGVLTVKLGGDLGTYVINKQTPNKQIWLSS
PSSGPKRYDWTGKNWVYSHDGVSLHELLAAELTKA
LKTKLDLSSCAYSGKDA 
Las valores de los parámetros fueron obtenidos con la herramienta ProtParam de ExPASy (Gasteiger et al., 2005).  
* Para la estimación de los parámetros, se consideraron las secuencias tal como fueron expresadas en E. coli, incluyendo la 
metionina inicial en los casos en que se conserva, de acuerdo a los resultados de los experimentos de espectrometría de 
masas. En las secuencias de las mutantes puntuales, se indican los residuos mutados. En las secuencias de las mutantes 
extendidas en relación a la silvestre, se indican los residuos adicionados. En el caso de la variante FXN90-195 se indica el 
segmento delecionado. 
† El peso molecular fue calculado sumando la masa isotópica promedio de cada aminoácido más la masa isotópica promedio 
de una molécula de agua, y el punto isoeléctrico (pI) fue calculado utilizando los valores de pK de los aminoácidos (Bjellqvist 
et al., 1993). 
§ El coeficiente de extinción molar a 280 nm ε280nm —que da cuenta de la cantidad de luz que absorbe un mol de proteína 
en una celda de 1.0 cm de paso óptico—se estableció de forma aproximada a partir de la suma de la contribución de cada 
uno de los aminoácidos que absorben a 280 nm (Gill et al., 1989). Los valores de los coeficientes de extinción, determinados 
en agua, son ε280nmW = 5 500 M−1 cm−1 y ε280nmY = 1 490 M−1 cm−1 (Pace et al., 1995). El valor de ε280nm se utilizó para calcular la 
concentración de proteína mediante la ley de Lambert-Beer: A280nm = ε280nm b [FXN], donde A280nm es la absorbancia a 
280 nm, ε280nm el coeficiente de absorción molar a 280 nm, b el paso óptico y [FXN] la concentración de proteína. Abs 0.1 % 
es la absorbancia de una solución que se encuentra en una concentración de 1.0 mg ml−1. 
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D. Análisis espectroscópico 
Absorción ultravioleta 
Los residuos aromáticos de las proteínas son responsables de la absorción de luz en el rango 
260 – 290 nm (UV cercano) que caracteriza a estas macromoléculas. El coeficiente de extinción 
molar—la magnitud con que una molécula absorbe luz a una determinada longitud de onda, 
concentración y paso óptico—varía marcadamente entre distintas proteínas, dependiendo de su 
contenido de triptofanos y tirosinas. También los puentes disulfuro contribuyen al coeficiente de 
extinción molar a 280 nm, pero en una medida habitualmente despreciable. 
La absorción de luz a 280 nm fue utilizada rutinariamente para la cuantificación de las 
proteínas, utilizando los coeficientes de extinción molar estimados a partir de la secuencia de cada 
variante (Tabla C.1). 
Cuarta derivada del espectro ultravioleta 
El entorno fisicoquímico afecta las propiedades espectroscópicas de cada residuo, haciendo 
que haya variaciones pequeñas pero significativas en el espectro de absorción.  Esto implica que 
el espectro de absorción de una proteína difiera sutilmente del que produciría una concentración 
equivalente de cada uno de los residuos aromáticos libres en solución. Esas diferencias son muy 
útiles porque permiten detectar cambios en el microentorno de los residuos aromáticos debidos a 
transiciones conformacionales—que puede calcularse sumando los espectros de triptófano, 
tirosina y fenilalanina en la proporción correcta. La cuarta derivada del espectro UV permite 
maximizar las diferencias en cuanto a la posición de los máximos de absorción de cada residuo 
(Nozaki, 1990). * 
Los espectros de cuarta derivada fueron obtenidos por derivaciones numéricas sucesivas del 
espectro de absorción UV. Se tomaron 10 espectros de absorbancia entre 240 y 340 nm de 
soluciones de proteína en buffer Tris·HCl 20 mM, NaCl 100 mM, EDTA 1 mM, pH 7.0, de 
Abs280 = 1.0. Los datos fueron obtenidos en un espectrofotómetro Jasco V-550 cada 0.1 nm, con una 
velocidad de barrido de 20 nm min−1. Los espectros obtenidos fueron promediados y corregidos 
por el blanco. No fue necesario introducir correcciones por dispersión de luz. 
                                                      
Abreviaciones utilizadas en este apartado 
ANS: 1-anilinonaftalen-8-sulfónico 
CD: dicroísmo circular 
 
FXN: Frataxina humana 
RMN: resonancia magnética nuclear 
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Dicroísmo Circular 
Se analizó el contenido de estructura secundaria y terciaria de las proteínas mediante el 
análisis de la absorción de luz circularmente polarizada en la región del UV (Fasman, 1996). Los 
experimentos de espectroscopia de dicroísmo circular (CD) fueron realizados en un 
espectropolarímetro Jasco J-810, calibrado con ácido D-alcanforsulfónico, con una celda 
termostatizada con un equipo de tipo Peltier. 
La presencia de bandas en los espectros de dicroísmo en la región del ultravioleta lejano se 
debe principalmente a los enlaces amida que unen los residuos de los aminoácidos entre sí. La 
asimetría de estos cromóforos se debe al arreglo espacial de la cadena principal de la proteína, y 
las señales de CD pueden interpretarse en términos del contenido de estructura secundaria, es 
decir, del porcentaje de residuos que se encuentran en alguna conformación estructural (hélices α, 
hojas b, giros y otros tipos estructurales). Para la determinación de absorción en la región del UV 
lejano (180 – 240 nm), se utilizó una celda de cuarzo 0.1 cm de paso. Se adquirieron los espectros 
con una velocidad de barrido de 20 nm min-1, tomando medidas cada 0.1 nm, con una sensibilidad 
de 100 miligrados. La concentración de proteína utilizada fue entre 5 y 10 µM. 
En la región del UV cercano (240 – 340 nm), los cromóforos más importantes son los grupos 
aromáticos de las cadenas laterales de triptófano, tirosina, y fenilalanina. Ya que la asimetría en 
estos grupos químicos se debe exclusivamente a su entorno y como los residuos aromáticos se 
encuentran distribuidos en toda la macromolécula, los espectros en esta región serán un reflejo de 
la conformación terciaria. Además, las señales en esta región son extremadamente sensibles a los 
cambios en la conformación y a pequeños rearreglos en el empaquetamiento de las cadenas 
laterales. Se utilizó una celda de cuarzo 1.0 cm de paso. Los espectros fueron adquiridos con una 
velocidad de barrido de 20 nm min−1, tomando medidas cada 0.1 nm, con una sensibilidad de 
5 miligrados. La concentración de proteína utilizada fue entre 25 y 40 µM. 
Excepto que se indique otra condición, los espectros se adquirieron en buffer Tris·HCl 20 mM, 
NaCl 100 mM, EDTA 1 mM, pH 7.0, a 25 °C. Se adquirieron entre tres y cinco espectros para cada 
muestra. El promedio fue corregido por absorción del buffer, y la elipticidad molar, θ , fue 
calculada según: 
 
θ =
θ
proteína  × n × d × 10
		, Ecuación D.1 
donde q es la elipticidad en miligrados, n el número de enlaces peptídicos en la proteína, d es la 
longitud del paso óptico en cm y la concentración de proteína se expresa en M. Las unidades de 
θ  son grados cm2 dmol−1.  Por costumbre y claridad, indicamos a los grados como deg (degree). 
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Fluorescencia 
Las mediciones de fluorescencia fueron realizadas en un espectrofluorímetro Jasco FP–6500, 
operando en modo ratio, y equipado con un portacelda termostatizado, conectado a un baño de 
agua circulante, ajustado a 25 °C. Se utilizaron celdas de 0.3 o 1.0 cm de paso, con tapas de teflón.  
Excepto que se indique otra condición, los espectros se adquirieron en buffer Tris·HCl 20 mM, 
NaCl 100 mM, EDTA 1 mM, pH 7.0, a 25 °C. Por lo general, se adquirieron tres espectros para 
cada muestra, con una velocidad de barrido de 200 nm min−1. El promedio fue corregido por la 
emisión del buffer. 
Espectros de fluorescencia de triptófano 
Los residuos de triptofano y, en menor medida, los de tirosina y fenilalanina, fluorescen al 
ser excitados con luz UV, lo que los convierte en sondas intrínsecas de las proteínas. Debido a que 
los espectros de emisión de fluorescencia de triptofano dependen—en posición e intensidad—del 
entorno en que se encuentran los residuos, es posible utilizarlos para inferir información con 
respecto a la estructura terciaria y al grado de exposición al solvente de estos residuos. El dominio 
C-terminal (residuos 81−210) de la Frataxina humana (FXN) posee tres triptofanos (Figura D.1). 
La variante FXN56-210 (ver Capítulo 2) posee un triptofano adicional, W66. Dichos residuos fueron 
utilizados para estudiar el estado conformacional, la reacción de desplegado en equilibrio y la 
cinética de plegado y desplegado.  
  
Figura D.1. Localización de los residuos de triptofano. Modelo de cintas de la estructura de 
la Frataxina humana (PDB ID: 1EKG) en el que se muestran los tres triptofanos. El residuo 
W155 se localiza en la cara externa de la lámina β, en tanto que W168 y W173 están 
posicionados espacialmente muy próximos el uno del otro, en el extremo C de la hebra β5 y en 
la hebra β6, respectivamente. 
Para la adquisición de espectros de emisión de fluorescencia de triptofanos la muestra fue 
excitada con luz de 295 nm. Los datos correspondientes a la emisión fueron adquiridos a 
intervalos de 1 nm entre 305 y 450 nm. El ancho de banda, tanto para la excitación como para la 
emisión, fue de 6 nm. La concentración de proteína fue tal que la absorbancia de la muestra a 
280 nm no superase el valor de 0.15, a fin de disminuir el efecto de filtro interno.  
90° 
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Unión a ácido 1-anilinonaftalen-8-sulfónico 
El ácido 1-anilinonaftalen-8-sulfónico (ANS) es una sonda fluorescente capaz de unirse a 
superficies hidrofóbicas expuestas al solvente. Al interactuar con dicho tipo de superficies, el 
espectro de emisión del ANS incrementa su intensidad y sufre un corrimiento hacia el azul. Al 
excitar al ANS libre en solución con luz a 350 nm, se obtiene un espectro de emisión de 
fluorescencia de baja intensidad, con un máximo a 545 nm. La fluorescencia del ANS aumenta 
cuando se une a regiones hidrofóbicas de las proteínas, exhibiendo un espectro con un máximo 
de emisión alrededor de 470 nm. El ANS puede utilizarse para monitorear cambios 
conformacionales; también tiene gran afinidad por conformaciones de tipo molten globule 
(Semisotnov et al., 1991). 
La unión del ANS a las proteínas fue analizada excitando la muestra a 350 nm y midiendo la 
emisión de fluorescencia entre 400 y 650 nm, adquiriendo datos cada 1 nm, con una velocidad de 
barrido de 200 nm min−1 y un ancho de banda de 6 nm, tanto para la excitación como para la 
emisión. Las proteínas, en concentración 5 µM, fueron incubadas con ANS 50 µM durante 
5 minutos a temperatura ambiente antes de la medición. Se realizaron controles con ANS en 
ausencia de proteína. La concentración de la solución de ANS fue estimada midiendo absorbancia 
a 350 nm, donde el coeficiente de extinción molar es 4 950 M−1 cm−1 (Daniel et al., 1966). 
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 E. Análisis termodinámico 
Desplegado isotérmico  
Para estudiar la reacción de desplegado en equilibrio inducida por agentes químicos, 
preparamos soluciones de proteína 10 µM en buffer Tris·HCl 20 mM, NaCl 100 mM, pH 7.0, y 
concentraciones variables de urea o cloruro de guanidinio. El proceso de desplegado fue 
analizado mediante dicroísmo circular a 220 nm (indicador de contenido de estructura 
secundaria), fluorescencia de triptofanos entre 305 y 450 nm (que depende fuertemente del 
entorno desde el que emite dicho residuo, siendo indicador de la estructura terciaria) y exclusión 
molecular analítica (indicador del grado de compactación de la proteína). Las determinaciones de 
dicroísmo circular y fluorescencia fueron realizadas en cubetas de paso 1 y 3 mm, 
respectivamente, según se describe en el Apéndice D. Los experimentos de exclusión molecular 
analítica fueron realizados como se describe en el Apéndice C. Excepto que se indique otra 
condición, las muestras fueron incubadas entre 3 y 5 horas antes de medir, y los experimentos 
fueron realizados a 25° C. La concentración de las soluciones de trabajo de urea y cloruro de 
guanidinio fue determinada mediante refractometría. 
Para calcular los parámetros termodinámicos que rigen la reacción, recurrimos a un modelo 
que explique adecuadamente los datos experimentales.  Observamos que los datos de desplegado 
en equilibrio pueden describirse adecuadamente con un modelo de dos estados, que contempla 
que la proteína únicamente puede existir en estado nativo (N) o desplegado (U). En consecuencia, 
la suma de las fracciones de los estados N y U a una concentración [D]j de agente desnaturalizante 
fN
 [D]j y fU
 [D]j  debe ser 1: 
 fN
 [D]j +  fU	[D]j = 1 Ecuación E.1 
En un modelo de dos estados, cualquier parámetro físico debe poder describirse teniendo en 
cuenta únicamente la contribución de las moléculas plegadas y desplegadas. Por lo tanto, la señal 
observada a una concentración [D]j de desnaturalizante S
[D]j  posee contribuciones de las señales 
propias de los estados N y U a dicha concentración de agente caotrópico—SN
[D]j 	y		SU[D]j, 
respectivamente—pesadas por la fracción de cada uno: 
 S[D]j = SN[D]j 	fN [D]j +  SU[D]j 	fU	[D]j Ecuación E.2 
Operando conjuntamente con las Ecuaciones E.1 y E.2 obtenemos: 
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 S[D]j = SN[D]j + fU	[D]j 	 SU[D]j − SN[D]j  Ecuación E.3 
A su vez, asumimos una dependencia lineal de las señales de cada uno de los estados con la 
concentración de caótropo (Pace et al., 1971; Tanford, 1964), de manera que la señal a una 
concentración [D]j de desnaturalizante queda definida por: 
 SN
[D]j = SNH2O + lNI 	[D]j     o     SU[D]j = SUH2O + lUI 	[D]j		, Ecuación E.4 
donde SN
H2O y SU
H2O son las señales en agua ([D] = 0), y lNI  y lUI  son las dependencias de las señales 
con la concentración de desnaturalizante de los estados nativo y desplegado, respectivamente. 
Por otro lado, la constante de equilibrio de la reacción de desplegado para cada concentración 
[D]j de desnaturalizante KIU
[D]j  es el cociente entre las fracciones de cada estado: 
 KNU
[D]j = fU [D]j
fN
	[D]j  Ecuación E.5 
Reemplazando la Ecuación E.1 en la Ecuación E.5, obtenemos: 
 
fU
	[D]j = KNU[D]j
1 + KNU[D]j  Ecuación E.6 
Operando conjuntamente con las Ecuaciones E.3 y E.6, tenemos: 
 
S[D]j = SN[D]j + SU[D]j 		KNU[D]j
1 + KNU[D]j  Ecuación E.7 
El valor de la diferencia de energía libre estándar de equilibrio ΔG°  de la reacción NU varía 
linealmente con la concentración de desnaturalizante (Greene et al., 1974), de manera que el valor 
de ΔG° de dicha reacción a una concentración [D]j de agente caotrópico ΔG°NU
[D]j  queda definido 
por: 
 ΔG°NU
[D]j = ΔG°NUH2O + mNU	[D]j		, Ecuación E.8 
donde ΔG°NU
H2O es el valor de energía libre en agua (extrapolación [D]=0) y mNU es la dependencia 
de la energía libre con la concentración del desnaturalizante. El parámetro mNU guarda una 
correlación muy estrecha con la diferencia de superficie expuesta al solvente entre los estados N 
y U, y depende de la forma y del número de residuos de la proteína (Myers et al., 1995).  
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A su vez, el valor de ΔG° depende de la constante que define la concentración de cada especie 
en equilibrio Keq : ΔG° = −RT ln Keq. Igualando con la Ecuación E.8 y ordenando los términos, 
se obtiene la constante de equilibrio de la reacción a una concentración [D]j de desnaturalizante: 
 KNU
[D]j = e& mNU [D]j + ΔG°NUH2O ∕RT	, Ecuación E.9 
donde R es la constante universal de los gases ideales (1.987 cal K−1 mol−1) y T la temperatura 
absoluta. Finalmente, reemplazando las Ecuaciones E.4 y E.9 en la Ecuación E.7, obtenemos la 
ecuación que describe el valor de la señal en función de los parámetros ΔG°NU
H2O, mNU, SN
H2O, SU
H2O, 
lN
I  y lU
I  (Bolen et al., 1988; Santoro et al., 1988, 1992): 
S[D]j = SNH2O + lNI 	[D]j + SUH2O + lUI 	[D]j 	e& mNU [D]j + ΔG°NUH2O ∕RT
1 + e& mNU [D]j + ΔG°NUH2O ∕RT  Ecuación E.10 
Para realizar el ajuste del modelo de dos estados a los datos, se  asignaron valores 
aproximados a los parámetros ΔG°NU
H2O, mNU, SN
H2O, SU
H2O, lN
I  y lU
I , y se calculó el cuadrado de la 
diferencia entre la señal calculada mediante la Ecuación E.10 y la señal experimental. Finalmente 
se halló el conjunto de valores de los parámetros que minimiza las diferencias los valores 
calculados y los experimentales. 
Para alguna concentración de agente desnaturalizante, se verifica que ΔG°NU
. = 0. A dicha 
concentración de caótropo, que se denomina concentración desnaturalizante media Cm N⇌U. , la 
reacción tiene igual probabilidad de ocurrir en cualquier sentido, y por lo tanto fN
	Cm N⇌U. = fU	Cm N⇌U. . 
A partir de la Ecuación E.8 es posible calcular el valor de Cm N⇌U. : 
 Cm N⇌U. = −ΔG°NUH2OmNU  Ecuación E.11 
Se observa que los parámetros ΔG°NU
H2O, mNU y Cm N⇌U.  son interdependientes y que basta 
con establecer el valor de dos de ellos para que los tres queden definidos. 
Desplegado térmico 
Para estudiar la reacción de desplegado térmico, preparamos soluciones de proteína 3.0 µM 
en buffer fosfato de sodio 20 mM, NaCl 100 mM, pH 7.0. La elección del buffer se debió a la menor 
dependencia del pH con la temperatura que posee el buffer fosfato de sodio d	pKa
dT
= −0.0028	  en 
comparación con el Tris d	pKa
dT
= −0.028	 . Realizamos rampas térmicas en las que la solución de 
proteína fue calentada de 4 a 90 °C, incrementando la temperatura a razón de 1 °C min−1. El 
proceso de desplegado se analizó mediante la determinación de dicroísmo circular a 220 nm, en 
una cubeta de 1 cm de paso, adquiriendo datos a intervalos de 1 °C. Al alcanzar la temperatura 
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máxima, la muestra fue rápidamente enfriada a la temperatura inicial y se corroboró que la señal 
obtenida al final del experimento coincidiera con la medida al comienzo del mismo. En ocasiones 
se introdujeron modificaciones para estudiar la dependencia de la estabilidad con el pH o la 
concentración de NaCl, el efecto sobre la reacción de desplegado de la velocidad de aumento de 
la temperatura, y la reversibilidad del desplegado en función de la velocidad enfriamiento. 
Al igual que para los experimentos de desplegado químico, observamos que los datos pueden 
describirse adecuadamente con un modelo de dos estados, de manera que la suma de las 
fracciones de ambos estados a una temperatura Tj fN
 Tj y fU
 Tj  debe ser 1: 
 fN
 Tj +  fU Tj = 1 Ecuación E.12 
En un modelo de dos estados, cualquier parámetro físico se describe teniendo en cuenta 
únicamente la contribución de las moléculas plegadas y desplegadas. Por lo tanto, la señal 
observada a una temperatura Tj STj  posee contribuciones de las señales propias de los estados 
N y U a dicha temperatura—SN
Tj 	y		SUTj, respectivamente—pesadas por la fracción de cada uno: 
 STj = SNTj×fN Tj +  SUTj×fU	Tj Ecuación E.13 
A su vez, se asumió una dependencia lineal de las señales de cada uno de los estados con la 
temperatura (Pace et al., 1971), de manera que la señal a una temperatura Tj queda definida por: 
 SN
Tj = SN- + lNI 	Tj     o     SUTj = SU- + lUI 	Tj		, Ecuación E.14 
donde SN
-  y SU-  son las extrapolaciones de las señales a T0, y lNI  y lUI  son las dependencias de las 
señales con la temperatura de los estados nativo y desplegado, respectivamente.  
Por otro lado, se define la constante de equilibrio de la reacción de desplegado para cada 
temperatura Tj KIU
Tj  como el cociente entre las fracciones de cada estado: 
 KNU
Tj = fU Tj
fN
	Tj  Ecuación E.15 
Reemplazando la Ecuación E.12 en la Ecuación E.15, obtenemos: 
 
fU
	Tj = KNUTj
1 + KNUTj  Ecuación E.16 
Reemplazando la Ecuación E.16 en la Ecuación E.13, obtenemos: 
 
STj = SNTj + SUTj 		KNUTj
1 + KNUTj  Ecuación E.17 
–––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––– 
260│ 
El valor de la diferencia de energía libre de equilibrio estándar de la reacción NU a una 
temperatura Tj ΔG°NU
Tj  depende de la KNU
Tj  según: 
 ΔG°NU
Tj = −RT ln KNUTj 	, Ecuación E.18 
donde R es la constante universal de los gases ideales (1.987 cal K−1 mol−1) y T la temperatura 
absoluta. Reordenando la Ecuación E.18, se obtiene la constante de equilibrio de la reacción en 
función de ΔG°NU
Tj : 
 KNU
Tj = e&ΔG°NUTj ∕RT Ecuación E.19 
Reemplazando la Ecuación E.19 en la Ecuación E.17, tenemos: 
 
STj = SNTj + SUTj 		e&ΔG°NUTj ∕RT
1 +  e&ΔG°NUTj ∕RT  Ecuación E.20 
Finalmente, reemplazando la Ecuación E.14 en la Ecuación E.20, tenemos la ecuación que describe 
el valor de la señal a una temperatura Tj en función de los parámetros ΔG°NU
Tj , SN
- , SU-  , lNI  y lUI : 
 
STj = SN- + lNI 	Tj + SU- + lUI 	Tj 		e&ΔG°NUTj ∕RT
1 + e&ΔG°NUTj ∕RT  Ecuación E.21 
Para establecer el valor de ΔG°NU
Tj , debemos considerar que este parámetro posee contribuciones 
entálpicas y entrópicas: 
 ΔG°NU
Tj = ΔH°NUTj − T ΔS°NUTj  Ecuación E.22 
A la temperatura en que ΔG°NU
. = 0, la reacción tiene igual probabilidad de ocurrir en 
cualquier sentido y por lo tanto fN
 . = fU	. . Se define dicha temperatura como la temperatura de 
melting Tm N⇌U. . Introduciendo Tm N⇌U.  en la Ecuación E.22, obtenemos: 
 ΔH°N⇌UTm N⇌U. = Tm N⇌U.  ΔS°N⇌UTm N⇌U.  Ecuación E.23 
La diferencia de entalpía de la reacción NU entre alguna temperatura de referencia—la 
Tm N⇌U. , elegida convenientemente debido a que ΔG°NUTm N⇌U. = 0—y otra Tj  ΔH°NUTj , se define 
como: 
 ΔH°NU
Tj = ∆CPNUTj
Tm N⇌U. dT			, Ecuación E.24 
donde ∆CPNU representa el cambio de la capacidad calorífica entre el estado N y U. El parámetro 
∆CPNU guarda una correlación muy estrecha con la diferencia de superficie expuesta al solvente 
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entre los estados N y U, y depende de la forma y del número de residuos de la proteína (Myers et 
al., 1995). Si lo consideramos independiente de la temperatura, tenemos: 
 ΔH°NU
Tj = ∆CPNU 	 Tj − Tm N⇌U. + ΔH°NUTm N⇌U.  Ecuación E.25 
Por su parte, la diferencia de entropía de la reacción NU entre la Tm N⇌U.  (temperatura de 
referencia) y otra Tj ΔS°NU
Tj , se define como: 
 ΔS°NU
Tj = ∆CPNU
T
Tj
Tm N⇌U. dT = 	∆CPNU 	ln TjTm N⇌U. + ΔS°NUTm N⇌U.  Ecuación E.26 
Reemplazando las Ecuaciones E.25 y E.26 en la Ecuación E.22, tenemos: 
ΔG°NU
Tj = ∆CPNU 	 Tj − Tm N⇌U. + ΔH°NUTm N⇌U. − ∆CPNU ln TjTm N⇌U. + ΔS°NUTm N⇌U. 	  Ecuación E.27 
Reemplazamos la Ecuación E.23 en la Ecuación E.27 y reagrupando términos, obtenemos una 
ecuación que describe el valor de ΔG° de desplegado para una temperatura dada Tj, en función 
del valor del ΔH°NU
Tm N⇌U. , la Tm N⇌U.  y el ∆CPNU: 
ΔG°NU
Tj = ∆CPNU 	 Tj − Tm N⇌U. − ln TjTm N⇌U. + ΔH°NUTm N⇌U. 1 − 1 Tm N⇌U.  Ecuación E.28 
Finalmente, reemplazamos la Ecuación E.28 en la Ecuación E.21 y obtenemos la ecuación que 
describe el valor de la señal a una temperatura Tj en función de los parámetros ΔH°NU
Tm N⇌U. , Tm N⇌U. , 
∆CPNU, SN
- , SU-  , lNI  y lUI : 
STj = SN-  + lNI 	Tj + SU-  + lUI 	Tj 		e& ∆CPNU 	 Tj&Tm N⇌U. &ln TjTm N⇌U. /ΔH°NUTm N⇌U. 1& 1 Tm N⇌U. ∕RT
1 + e& ∆CPNU 	 Tj&Tm N⇌U. &ln TjTm N⇌U. /ΔH°NUTm N⇌U. 1& 1 Tm N⇌U. ∕RT 		 Ecuación E.29 
Para realizar el ajuste del modelo de dos estados a los datos, se  asignaron valores 
aproximados a los parámetros ΔH°NU
Tm N⇌U. , Tm N⇌U. , ∆CPNU, SN- , SU- , lNI  y lUI , y se calculó el cuadrado 
de la diferencia entre la señal calculada mediante la Ecuación E.29 y la señal experimental. Luego, 
se halló el conjunto de valores de los parámetros que minimiza las diferencias entre los valores 
calculados y los experimentales. Una vez obtenidos los parámetros, puede calcularse ΔG°NU
Tj  y 
ΔS°NU
Tj  mediante las Ecuaciones E.22 y E.23. 
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F. Formalismo para el análisis 
de la modificación química 
de residuos de aminoácidos 
El siguiente apartado fue elaborado en base a unas notas que produjo el Dr. José María Delfino, inspirado 
en una discusión de resultados ocurrida en ocasión de un seminario que presenté en el Departamento de 
Química Biológica de la Facultad de Farmacia y Bioquímica en el año 2014. 
 
En el Capítulo 4 presentamos el estudio de la dinámica local del extremo C-terminal de la 
Frataxina humana. Para abordar el análisis de los datos, bastó con generar condiciones que 
garanticen que la reacción se encuentre en pseudo-primer orden y recurrir al ajuste de una función 
monoexponencial a los datos. Si bien, ningún intento por aplicar un formalismo más sofisticado 
produjo mejoras en la calidad de los ajustes, presentamos a continuación el desarrollo analítico 
completo del modelo de marcación. 
Planteo de las ecuaciones cinéticas del modelo 
Como describimos en el Capítulo 4, para estudiar la tasa de exposición de una región al 
solvente, podemos apelar al análisis de la velocidad con que un residuo pasible de ser modificado 
químicamente reacciona con una sonda específica. Dichos residuos se encuentran protegidos en 
una conformación de denominamos cerrada (C), y pueden ser modificados solo si se exponen 
completamente al solvente, adoptando una conformación abierta (O). A su vez, la conformación 
abierta puede reaccionar con un reactivo apropiado según una constante que da cuenta de la 
reactividad del grupo funcional con el reactivo (kmod), y pasar de forma irreversible a la forma 
marcada (M). El modelo puede resumirse de la siguiente manera (Baldwin, 2011; Hvidt et al., 1966): 
C 
   kclose  
  kopen   
 O
  kmod     M 
Presentamos a continuación la solución analítica general para dicho sistema. Para describir el 
proceso que da lugar a fluctuación entre conformaciones utilizamos un modelo que supone que 
los estados O (expuesto) y C (ocultos) se encuentran en equilibrio, definido éste por una constante 
de apertura (kopen) y una constante de cierre (kclose). 
  KC⇌O = [O][C] = kopen  kclose  Ecuación F.1 
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En una proteína, el equilibrio planteado se postula para cada sitio (cadena lateral) de 
aminoácido modificable. También vale esta consideración si se trata de analizar en una proteína 
el intercambio de protones amídicos del backbone peptídico. 
La conducta del sistema está definida completamente por el siguiente conjunto de ecuaciones 
diferenciales: 
 d C
dt
= −kopen	 C +  kclose O  Ecuación F.2 
 d O
dt
= kopen	 C − (kclose+kmod) O  Ecuación F.3 
 d M
dt
= kmod O  Ecuación F.4 
y por la ecuación de conservación de masa: 
 PT = [C] + [O] + [M] = [C]o + [O]o	, Ecuación F.5 
donde PT es la concentración total de proteína. La condición impuesta por la Ecuación F.5 implica 
que 
 [M]o = 0 Ecuación F.6 
Se destaca el hecho de que kmod sea la constante de pseudo-primer orden de la reacción de 
modificación, pues incluye la concentración de reactivo, [R], que por utilizarse habitualmente en 
gran exceso [R] ≫ PT  permanece aproximadamente constante a lo largo del curso de la reacción, 
esto es,  
 kmod ≈ kmod' 	[R] ≈ kmod' 	[R]o Ecuación F.7 
 
Con la siguiente notación, estas ecuaciones pueden expresarse en forma más compacta como: 
 C = −kopen	 C +  kclose O  Ecuación F.8 
 O = kopen	 C − (kclose+kmod) O  Ecuación F.9 
 M = kmod O  Ecuación F.10 
Nótese que como corolario de la Ecuación F.5, resulta:  
 C + O + M = 0	, Ecuación F.11 
condición que se verifica fácilmente a partir del sistema, si se suman miembro a miembro las tres 
ecuaciones diferenciales.  
El problema consiste entonces en encontrar la solución: 
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 [M] = [M](t, kopen, kclose, kmod, PT) Ecuación F.12 
que describa la evolución temporal de la especie modificada, M. Esta cinética se comparará 
directamente con las observaciones experimentales. Antes de abordar el desarrollo de tal 
expresión, describiremos la aproximación por estado estacionario. 
Aproximación por estado estacionario 
En casos como éste, comúnmente se supone la condición de estado estacionario, que 
simplifica mucho el tratamiento matemático. Sin embargo, tal como se verá luego, esta suposición 
no está siempre bien justificada, de modo que habrá que resolver el sistema rigurosamente, sin 
recurrir a tal aproximación. Provisoriamente, en esta sección se verá el resultado y las 
consecuencias de suponer estado estacionario para encontrar una solución al sistema. Esto es, 
 O ≈ 0	, Ecuación F.13 
de lo que resulta: 
 kopen	[C]ss ≈ (kclose+kmod)	[O]ss Ecuación F.14 
donde la especie O alcanzaría una concentración aproximadamente constante,  [O]ss. Así entonces, 
la concentración de la especie C deberá también alcanzar un valor aproximadamente constante 
 [C]ss, de modo que: 
 P = [C]ss + [O]ss Ecuación F.15 
Nótese que, si se pretende que este tratamiento sea válido para explicar todo el curso de la 
reacción de modificación, 
 P = [C] + [O] = 	PT − [M] Ecuación F.16 
donde la proteína (P) llegue a ser consumida completamente para rendir M, de modo que 
 [M]∞ = PT	, Ecuación F.17 
se cumpliría que: 
  KC⇌O	ss = [O]ss[C]ss ≈ kopen kclose + kmod 	, Ecuación F.18 
y según las Ecuaciones F.10 y F.15: 
 M ≈ kmod [O]ss ≈ kopen kmodkopen + kclose + kmod P = .. P Ecuación F.19 
donde 
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 = kopen kmod	, Ecuación F.20 
y 
 = kopen + kclose + kmod	, Ecuación F.21 
Paralelamente, si se supone empíricamente que el sistema se reduce a: 
es decir, cuando la reacción de modificación está gobernada por una única constante cinética kmarca, 
entonces: 
 M = kmarca	P	, Ecuación F.23 
que integrada entre los límites 0 y t resulta en: 
 M = PT (1 − e&kmarcat) , Ecuación F.24 
Nótese que haber supuesto lo anterior implica imponer sobre el tratamiento la condición de 
que la reacción de modificación siempre esté constituida por una sola fase cinética (veremos más 
adelante que el comportamiento real puede ser más complejo, e involucrar dos fases cinéticas). 
De las Ecuaciones F.19 y F.23 podrá deducirse una expresión que relacione la constante 
empírica k con las constantes cinéticas del modelo:  
 	k ≈ kopen kmod
kopen + kclose + kmod = .. Ecuación F.25 
De esta última relación podrán derivarse las expresiones para los llamados regímenes EX1 
(kmod ≫ kclose) y EX2 (kmod ≪ kclose). Bajo EX2, se podrá aproximar 
 	kmarca ≈ kopen kmodkopen + kclose = kmod1 + 	kclose kopen = kmod1 + 	1 KC⇌O = kmod	KC⇌O1 + KC⇌O  Ecuación F.26 
Adviértase aquí que el cociente 
 	 KC⇌O
1 + KC⇌O = [O]eqPT  Ecuación F.27 
indica la proporción de la forma O en el equilibrio C⇌O, de modo que la velocidad de la reacción de 
modificación será proporcional a este cociente multiplicado por la constante intrínseca de 
modificación, kmod. Dado que en realidad kmod es una constante de pseudo primer orden (ver 
Ecuación F.7), el proceso global será directamente proporcional a la concentración del reactivo R.  
El régimen EX2 permite estimar la KC⇌O del sistema, debido a que el bajo valor de kmod 
permite que el equilibrio no sea significativamente perturbado. De este modo podrá estimarse el 
cambio de energía libre estandar asociado al proceso, según 
 P
  		kmarca      M	, Ecuación F.22 
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  ΔGC⇌Oo = −RT ln KC⇌O 	, Ecuación F.28 
expresión que de acuerdo con la Ecuación F.26 resulta igual a 
 ΔGC⇌Oo = RT ln kmod	– kmarcakmarca  Ecuación F.29 
De la Ecuación F.29 surge claramente que cuanto menor sea en forma relativa el valor empírico 
de la constante cinética kmarca medida de aquél correspondiente a la constante intrínseca de 
modificación kmod, en mayor medida estará desplazado el equilibrio hacia la forma cerrada C.  
El otro escenario es aquél regido por EX1, donde kmarca alcanza el valor límite kopen: 
 	kmarca ≈ kopen Ecuación F.30 
Significativamente, aquí el proceso global no dependerá de la concentración de reactivo, dado 
que no interviene kmod en la expresión (ver Ecuación F.7). En este caso, sucede que 
comparativamente la reacción de modificación será tan rápida que el proceso cinético global estará 
limitado únicamente por la tasa de conversión kopen de la forma C en O, una etapa independiente de la 
concentración del reactivo.  
Si se perturba el equilibrio C⇌O con agentes desnaturalizantes o físicos (temperatura), 
variarán kopen y kclose . Estas constantes disminuirán hasta alcanzar el punto mínimo en un 
diagrama de chevron (punto medio de la transición), donde se igualan ambas constantes de modo 
que KC⇌O = 1. En cada caso, habrá que demostrar que sigan siendo válidas las aproximaciones 
EX1 o EX2. Recordemos que la situación que permite estimar KC⇌O es el régimen EX2. Además, 
habrá que tener en cuenta que, previsiblemente kmod también aumentará con la temperatura.  
En general, según las Ecuaciones F.7 y F.25, existirá una dependencia hiperbólica entre kmarca y 
kmod, donde los regímenes EX1 y EX2 serán los casos extremos (Figura F.1). 
 
Figura F.1. Esquema de la dependencia entre kmarca y kmod. Los regímenes EX1 y EX2 
representan las situaciones que se observan en los extremos. Cuando  
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Medir la dependencia precisa de k con R podrá indicar en qué régimen se encuentra el 
sistema. Adviértase que podrán coexistir situaciones diferentes para sitios diferentes, es decir, el 
equilibrio planteado podrá estar gobernado sitio a sitio por tasas de intercambio (kopen y kclose ) 
diferentes, tal que, frente a la tasa de modificación (kmod), en principio, podrían coexistir diferentes 
regímenes. Solamente en determinadas circunstancias (por ejemplo, a tiempos no iniciales en EX1) 
se alcanza efectivamente el estado estacionario. En conclusión, la tan difundida aproximación de 
estado estacionario encontrará utilidad limitada para describir completamente y con exactitud la 
conducta del sistema, y en general no servirá para explicar adecuadamente toda la evolución de 
la reacción de modificación. Es por ello que se pondrá énfasis especial en encontrar una solución 
analítica exacta, que podrá ser aplicable en cualquier caso general.  
Resolución exacta del sistema 
Para reducir el número de variables, vale despejar C de la Ecuación F.5, reemplazar en la 
Ecuación F.9 y reordenar: 
 O + kopen + kclose + kmod O + kopen M − kopenPT = 0 Ecuación F.31 
Expresión que derivada con respecto al tiempo resulta en: 
 O + kopen + kclose + kmod O + kopen M = 0 Ecuación F.32 
 
Finalmente, reemplazando en el último término de la Ecuación F.32 por la Ecuación F.10 
resulta: 
 O + Σ O + Π O = 0 Ecuación F.33 
Esta es una ecuación diferencial homogénea y lineal de segundo orden, que tiene solución analítica. 
Con la solución de la Ecuación F.33, es decir, con [O] = [O](t, kopen, kclose, kmod, PT), podremos, de 
acuerdo con la Ecuación F.10, obtener la solución deseada: 
 [M] = kmod [O](t, kopen, kclose, kmod, PT)t
0
dt Ecuación F.34 
La Ecuación F.33 tendrá como solución general: 
 [O] = c1	er1t + c2 er2t	, Ecuación F.35 
donde c1 y c2 son constantes de integración, cada vez que r1 y r2 
 r1 = −Σ + Σ2 − 4Π2  Ecuación F.36 
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r2 = −Σ − Σ2 − 4Π2  Ecuación F.37 
sean las dos raíces reales y diferentes de la ecuación característica o auxiliar:  
 89 + Σr +Π = 0 Ecuación F.38 
En nuestro caso, efectivamente se cumple esta condición, pues siempre 
 Σ2 − 4Π > 0 Ecuación F.39 
Para demostrar esto último, nótese que el primer miembro de la Ecuación F.39: 
 kopen + kclose + kmod 2 − 4 kopen	kmod	, Ecuación F.40 
puede expandirse y simplificarse parcialmente, resultando en: 
 kopen − kmod 2 + kclose	 kclose + 2 kopen + 2 kmod > 0	, Ecuación F.41 
de modo que la suma en el primer miembro siempre será positiva.  
Por otro lado, nótese que ambas raíces r1 y r2 serán siempre negativas, pues: 
 Σ2 − 4Π < Σ Ecuación F.42 
De este modo, según la Ecuación F.34, la expresión para la cinética de la especie modificada 
M será: 
 [M] = −kmod c1r1 1 − er1t + c2r2 1 − er2t  Ecuación F.43 
A partir de las Ecuaciones F.35 y F.43 podrá verificarse el sistema definido por las Ecuaciones 
F.8, F.9 y F.10. 
Condiciones de contorno 
A partir de aplicar condiciones de contorno al sistema se podrán calcular los valores de las 
constantes de integración c1 y c2, de modo que así quedarán finalmente definidas las soluciones.  
Dado que la reacción de modificación se inicia sobre la proteína que coexiste entre las formas 
C y O, vale establecer como condición inicial aquella correspondiente al equilibrio entre ambas 
formas, esto es, la explicitada en la Ecuación F.1. Así, a t = 0, de acuerdo con la Ecuación F.5 se 
verifica que 
 [O]o = c1 + c2 = PT	kopenkopen + kclose = PT	KC⇌O1 + KC⇌O 	, Ecuación F.44 
y 
 [M]o = 0 Ecuación F.45 
Análogamente, para t → ∞ resulta: 
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 [O]∞ = 0	, Ecuación F.46 
y 
 [M]∞ = PT = −kmod c1r1 + c2r2  Ecuación F.47 
Las Ecuaciones F.44 y F.47 conforman un sistema de dos ecuaciones lineales con dos 
incógnitas c1 y c2: 
 
c1 + c2 = PT	kopenkopen + kclose	 
1
r1
c1 + 1r2 c2 = − PTkmod 
Ecuación F.48 
De la solución de este sistema surge que: 
 c1 = −PT 1kmod + kopenr2 kopen + kclose1
r1
− 1r2 = −PT r1 r2 kopen + kclose + kopenkmodkmod kopen + kclose r2 − r1  Ecuación F.49 
 
c2 = PT 1kmod + kopenr1 kopen + kclose1
r1
− 1r2 = PT r2 r1 kopen + kclose + kopenkmodkmod kopen + kclose r2 − r1  Ecuación F.50 
Nota: para demostrar estas últimas igualdades, pueden utilizarse como fórmulas auxiliares 
las siguientes: 
 r1	r2 = kopen	kmod = Π Ecuación F.51 
 r1 + r2 = − kopen + kclose + kmod = −Σ Ecuación F.52 
Cabe recordar que r1 y r2 serán siempre del mismo signo (negativo), de la Ecuación F.47 surge 
que c1 y c2 deban necesariamente presentar signos opuestos.  
Finalmente, se reemplazan las Ecuaciones F.49 y F.50 en la Ecuación F.43, que luego de 
reordenar y simplificar rinde la expresión: 
 
[M]
PT
= 1
r2 − r1 r2 + kopen	kmodkopen + kclose 1 − er1t − r1 + kopen	kmodkopen + kclose 1 − er2t  Ecuación F.53 
Adviértase que en general la cinética será descripta por la suma de dos fases exponenciales. Esta 
expresión deberá ajustarse a los datos de las cinéticas de modificación, para extraer los parámetros 
kopen, kclose, kmod y PT. Si se dispusiere de datos a diferentes concentraciones de reactivo, [R], habrá 
de intentarse el ajuste global de esta ecuación a todos los datos, habida cuenta de la relación (7), 
de modo que finalmente se obtendrán estimaciones de kopen, kclose, kmod
'  y PT. En caso en que se 
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perturbe el equilibrio C⇌O con agentes físicos (temperatura, presión) o químicos (urea, sales de 
guanidinio), habrá de realizarse este análisis para cada condición experimental ensayada.  
La magnitud observable será generalmente proporcional a [M], de modo que relativizada 
respecto de la proteína total presente, se medirá [M] PT. Si se cambian las variables según: 
[M] PT = Hlabel, [O]o PT = [NHopen]t=0, r1 = −>1, r2 = −>2, la Ecuación F.53 resulta igual a la Eq. 7 
que presentan Krishna et al. (2004): 
 Hlabel = 1 − kmod	[NHopen]t=0−>2>1−>2 e&?1t − >1 − kmod	[NHopen]t=0>1−>2 e&?2t	, Ecuación F.54 
con 
 >1,2 = kopen + kclose + kmod ± kopen + kclose + kmod 2 − 4	kopen	kmod2  Ecuación F.55 
Esta ecuación fue desarrollada para el tratamiento general en estado pre-estacionario del 
intercambio H/D sitio-específico en proteínas, siguiendo los lineamientos originales de Hvidt y 
Schellman.  
Teniendo en cuenta la Ecuación F.46, la Ecuación F.53 también podrá expresarse como: 
 
[M]
PT
= 1 − r2 + kmod [O]o PT
r2 − r1 er1t − kmod [O]o PT − r1r2 − r1 er2t Ecuación F.56 
o simplificadamente: 
 
[M]
PT
= 1 − A1	er1t − A2	er2t Ecuación F.57 
donde los factores entre paréntesis representan las amplitudes A1 y A2 de cada fase cinética, 
formalmente dependientes de las raíces y de la proporción de la forma O en el equilibrio inicial 
([O]o PT), y—a la vez—las raíces r1 y r2 serán expresiones dependientes de las constantes de 
velocidad.  
Expresiones para los casos particulares de intercambio EX1 y EX2 
A partir de la Ecuación F.57 resulta inmediato deducir las formas que la ecuación adopta para 
los casos límites EX1 (kmod ≫ kclose) y EX2 (kmod ≪ kclose).  
Para hallar las formas a las que se reducen las raíces, considérese las Ecuaciones F.36 y F.37, 
o bien la ecuación general: 
 r1,2 = −Σ ± Σ2 − 4Π2 	, Ecuación F.58 
y adviértase que bajo EX1, 
 Σ	~	B + kmod			y Ecuación F.59 
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 Π	~	B	kmod	, Ecuación F.60 
donde B es una variable que tiende a cero frente a kmod, de modo que la Ecuación F.58 resulta: 
 r1,2 = − B + kmod ± B + kmod 2 − 4B	kmod2 = − B + kmod ± B − kmod 22  Ecuación F.61 
Así, resulta r1~ − kmod (la etapa rápida) y r2~ − kopen + kclose  (la etapa lenta). Para hallar las 
amplitudes, basta dividir dividendo y divisor en las expresiones entre paréntesis por kmod en el 
caso de EX1 o por kopen + kclose  en el caso de EX2 y tomar límites, eliminando los términos que 
tienden a cero.  
La Tabla F.1 resume las expresiones aproximadas para amplitudes y raíces en cada caso: 
TABLA F.1. EXPRESIONES APROXIMADAS PARA LAS AMPLITUDES Y RAÍCES EN CADA UNO DE LOS 
REGÍMENES. 
Fase Rápida Lenta 
 A1 r1 A2 r2 
EX1 
(kmod ≫ kclose) ~ [O]oPT  ~ − kmod ~1 − [O]oPT = [C]oPT  ~ − kopen + kclose  
EX2 
(kmod ≪ kclose) ~0 ~ − kopen + kclose  ~1 ~ − kmod 
Estimación de la velocidad inicial de modificación 
Calcular la velocidad inicial de modificación significa calcular M tC0. Derivando la Ecuación 
F.56, calculando su valor para t = 0 y simplificando, resulta en: 
 M tC0 = kmod	[O]o	, Ecuación F.62 
expresión que surge también directamente a partir de la Ecuación F.10. Así entonces, relativizando 
esta velocidad respecto de la proteína total PT surge que: 
 M tC0
PT
= kmod	[O]o
PT
	, Ecuación F.63 
cualquiera sea el régimen en que encontremos al sistema (comparar con la Ecuación F.27 para 
EX2). Es importante aclarar en cada situación experimental el sentido físico de las raíces y de las 
amplitudes. Para ello, resulta ilustrativo analizar los límites que alcanza la ecuación para los casos 
EX1 y EX2. En primer lugar, consideremos los valores límite de las raíces, inmediatamente 
deducibles a partir de las definiciones impuestas por las Ecuaciones F.36 y F.37 (Tabla F.2). 
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TABLA F.2. VALORES LÍMITE DE LAS RAÍCES EN 
CADA UNO DE LOS REGÍMENES. 
Fase r1 r2 
EX1 
(kmod ≫ kclose) 0 −kmod 
EX2 
(kmod ≪ kclose) 0 − kopen + kclose  
En cada uno de estos regímenes, adviértase como queda expresada la Ecuación F.53 para cada 
régimen: 
EX1 [M]
PT
≈ [O]o
PT
1 − e&kmodt 	, Ecuación F.64 
EX2 
[M]
PT
≈ kmod [O]o PT
kopen + kclose 1 − e& kopen/kclose t 	, Ecuación F.65 
En el caso de EX1, el proceso evolucionará según kmod, modificándose rápidamente la forma 
abierta O, de modo que la amplitud límite estará dada por la proporción de esta forma en el 
equilibrio inicial ([O]o PT). En el caso de EX2, la velocidad de modificación estará gobernada por 
la velocidad de relajación al equilibrio del sistema kopen + kclose . En forma similar, a partir de las 
Ecuaciones F.31 y F.38, las expresiones finales para [O] y [C] serán: 
O = kopen	PT
kopen + kclose r2 − r1 − r1 + kopen + kclose er1t + r2 + kopen + kclose er2t  
O	PT = − kopen+ r1[O]o PTr2 − r1 er1t + kopen+ r2[O]o PTr2 − r1 er2t 
Ecuación F.66 
y 
C = 1
kopen
c1 r1 + kclose + kmod er1t + c2 r2 + kclose + kmod er2t  
C	PT = r2 + kopen+ kmod + r1 [O]o PTr2 − r1 er1t − r1 + kopen+ kmod + r2 [O]o PTr2 − r1 er2t 
Ecuación F.67 
Vale preguntarse bajo qué condición el sistema podrá permanecer en (cuasi) equilibrio. Para 
ello habrá que calcular la expresión para el cociente [O](t) [C](t) y compararla con el valor de 
este cociente a t = 0, es decir, [O]o [C]o = kopen  kclose. Así, puede demostrarse que: 
 lim
kmod→- [O](t)[C](t) = kopen  kclose 	, Ecuación F.68 
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Adviértase que este límite representa el caso del régimen EX2, es decir, cuando la tasa de 
modificación kmod resulta mucho menor que las tasas de interconversión entre C y O (kopen  y  kclose). 
Si esto fuere así, el sistema se hallará en (cuasi) equilibrio durante todo el curso de la modificación.  
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